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RESUMO 
 
Um dos fatores de risco para o aumento de incidência da Síndrome das Pernas 
Inquietas (SPI) em gestantes é a anemia, visto que a deficiência de ferro (DFe) durante 
a gravidez pode ter consequências graves para a mãe e seu bebê. Por outro lado, 
existem evidências na literatura que a prática de atividade física apresenta 
propriedades neuroprotetoras, modulando diferentes funções cerebrais. O objetivo do 
presente estudo foi observar na prole macho de ratas, tratadas com dieta 
apresentando diferentes concentrações de ferro (padrão, restrição e suplementação), 
as alterações causadas no padrão de sono, na atividade locomotora, no sistema 
dopaminérgico e no metabolismo do ferro. Além disso, foi avaliado o impacto de um 
protocolo de exercício físico nessas variáveis analisadas na prole. Para isso, ratas 
Wistar prenhes foram distribuídas em grupos que receberam dietas controle, 
suplementação e restrição de ferro. Nessas ratas foram realizadas avaliação 
comportamental (Campo Aberto) e análise da expressão gênica do D2, DAT, TH, 
MAP2K5 e hepcidina (após a lactação). Após o desmame, a prole de cada grupo foi 
distribuída em dois grupos 1) exercício físico (EX) e 2) sedentário (SD). Avaliações de 
sono, comportamento (Campo Aberto) e análise da expressão gênica e conteúdos 
proteicos do sistema dopaminérgico (D2, DAT, TH, MAP2K5-ERK5) e hepicidina 
foram realizadas após 8 semanas de treinamento físico (natação). Os resultados 
referentes à análise do comportamento das mães demonstraram que o grupo Prenhe 
Dieta Suplementação mostrou valores reduzidos para ambulação total e valores 
aumentados para freezing em relação aos outros grupos. Em relação a expressão 
gênica, os grupos de ratas prenhes apresentaram valores menores da expressão de 
hepcidina quando comparadas ao grupo controle não prenhe. Os resultados da prole 
demonstraram de modo geral uma tendência a um comportamento com menor 
locomoção para o grupo suplementação em relação aos grupos restrição. Além disso, 
o grupo de prole exercício físico da mãe suplementação (SUP EX) obteve aumento 
no parâmetro freezing quando comparado a todos os outros grupos na maioria dos 
momentos. O mesmo foi visto na análise do sono, onde o grupo SUP EX apresentou 
menos despertares do ciclo claro que os grupo SD e EX das proles de ratas que 
receberam dieta padrão e restrição durante a penhez. Na expressão gênica da prole, 
foi visto um aumento da hepcidina no grupo restrição2 SD comparado com a 
suplementação SD e restrição SD. Neste contexto, os nossos resultados mostraram 
que a suplementação de ferro durante a prenhez e o exercício realizado pela prole já 
adulta geraram alterações positivas no comportamento e no sono da prole.  
 
Palavras chave: exercício físico, sono, síndrome das pernas inquietas, modelo 
animal, dietas de ferro, atividade locomotora. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ABSTRACT 
 
One of the risk factors for the increased incidence of Restless Legs Syndrome (RLS) 
in pregnant women is anemia, since iron deficiency (ID) during pregnancy can have 
serious consequences for the mother and her baby. On the other hand, there is 
evidence in the literature that the practice of physical activity presents neuroprotective 
properties, modulating different brain functions. The objective of the present study was 
to observe in the male offspring of rats, treated with diet presenting different 
concentrations of iron (standard, restriction and supplementation), alterations caused 
in sleep pattern, locomotor activity, dopaminergic system and iron metabolism. In 
addition, the impact of a physical exercise protocol on these variables analyzed in the 
offspring was evaluated. For this, pregnant Wistar rats were distributed in groups that 
received control diets, supplementation and iron restriction. In these rats behavioral 
evaluation (Open Field) and analysis of the gene expression of D2, DAT, TH, MAP2K5 
and hepcidin (after lactation) were performed. After weaning, the offspring of each 
group were divided into two groups 1) physical exercise-EX and 2) sedentary-SD. (D2, 
DAT, TH, MAP2K5-ERK5) and hepicidin were evaluated after 8 weeks of physical 
training (swimming). The results regarding the analysis of the behavior of the mothers 
showed that the Prenhe Diet Supplementation (PDS) group showed reduced values 
for total ambulation and increased values for freezing in relation to the other groups. 
In relation to gene expression, the groups of pregnant rats had lower values of hepcidin 
expression when compared to the non-pregnant control group. The offspring results 
showed in general a tendency to a behavior with less locomotion for the 
supplementation group in relation to the restriction groups. In addition, the exercise 
supplementation group (SUP EX) obtained significant results in the freezing parameter 
when compared to all other groups at most moments. The same was observed in the 
sleep analysis, where the EX EX group showed less clear cycle awakening than the 
standard group (SD and EX) and restriction 2 (SD and EX). In the offspring gene 
expression, an increase of hepcidin in the SD restriction group 2 was seen compared 
to SD supplementation and SD restriction. In this context, our results showed that 
supplementation of iron during pregnancy and exercise performed by the offspring 
already grown have generated positive changes in the behavior and sleep of the 
offspring. 
 
Key words: exercise, sleep, restless legs syndrome, animal model, iron diets, 
locomotor activity. 
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REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 
 
O sono 
 
O sono é considerado um meio de repor energias despendidas durante o 
período de vigília, e é parte fundamental dos processos de manutenção das atividades 
e do desenvolvimento do corpo. O sono é um estado fisiológico cíclico e complexo, 
caracterizado por possuir quatro fases fundamentais, o estágio 1, estágio 2 e o Sono 
de Ondas Lentas (SOL) (pertencem ao sono NREM) e o sono REM. O sono NREM 
(non-rapid eye movement) é caracterizado por ocorrer relaxamento muscular, 
progressiva redução de movimentos corporais, ausência de movimentos oculares 
rápidos e restauração corporal. Já o sono REM (rapid eye movement) é caracterizado 
pela presença de sonhos, atonia muscular, movimentos oculares rápidos e 
consolidação da memória (Hori et al., 2001). 
O sono é diretamente relacionado com a saúde e consequentemente com a 
qualidade de vida. A qualidade do sono depende de diversos fatores, tais como uso 
de medicamento, ingestão de bebidas alcoólicas, alterações psicológicas e sociais, 
ambiente, prática regular de atividades físicas, fatores nutricionais, distúrbios do sono 
e outros (Adam, 1986; Olejniczak & Fisch, 2003). Dentre todos os distúrbios do sono, 
os quais são diversos, os mais frequentes são: Insônia, distúrbios respiratórios 
relacionados ao sono, hipersonias de origem central não causadas pelos distúrbios 
do ritmo, distúrbios do ritmo circadiano do sono, parassonias e distúrbios do 
movimento relacionados ao sono. 
 
Distúrbios do movimento relacionados ao sono 
 
A Síndrome das Pernas Inquietas (SPI) é um distúrbio do movimento 
relacionado ao sono, caracterizada por desconforto principalmente dos membros 
inferiores no período da tarde e noite. Os sintomas são sensações de dor, queimação, 
coceira, tensão e desconforto, entre o joelho e o tornozelo (Garcia-Borreguero et al., 
2006; Spolador et al., 2006) e, provocando também uma necessidade de movimento 
(Walters, 1995). A SPI está fortemente associada à diminuição da qualidade de vida 
(Allen et al., 2005; Berger et al., 2004) por causar efeito negativo na qualidade do 
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sono, aumento da latência do sono e no número de despertares e redução da 
eficiência do sono, resultando em sonolência diurna (Richard P. Allen et al., 2003).  
Dentre as principais causas da SPI estão à passagem por transmissão, 
disfunção dopaminérgica e a deficiência de ferro cerebral (Allen et al., 2009; Connor 
et al., 2009; Mizuno et al., 2005; Stefansson et al., 2007). 
 Apesar de não estar totalmente bem estabelecido, a deficiência de ferro 
cerebral é reconhecida como um mecanismo patogênico primário para a SPI, onde 
estudos mostraram alta prevalência da SPI em pacientes com condições de 
disponibilidade insuficiente de ferro (Allen et al., 2013; Allen & Earley, 2007). 
 A SPI também pode ser associada com alguns genes como BTBD9, MEIS1 e 
MAP2K5, sendo a via MAP2k5-ERK5 importante na neuroproteção de neurônios 
dopaminérgicos (Cavanaugh et al., 2006; Vilarino-Guell et al., 2008; Winkelmann et 
al., 2011).  
Além disso, estudos mostram alterações dopaminérgicas na SPI, gerando um 
aumento da atividade dopaminérgica pré-sináptica, com redução dos receptores de 
dopamina (D2), aumento da Tirosina Hidroxilase (TH) (enzima conversora da L-
Tirosina em L-DOPA) e alteração no Transportador de dopamina (DAT) (Allen et al., 
2009; Connor et al., 2009; Earley et al., 2011; Erikson et al., 2001). Esses achados 
sugerem uma estimulação dopaminérgica inadequada. 
Grande parte das pessoas com SPI apresentam também Movimentos 
Periódicos das Pernas (MPP), que são movimentos predominantemente, mas não 
exclusivos, dos membros inferiores durante o sono NREM, que causam micro 
despertares, podendo ocasionar sonolência diurna (Walters, 1995). 
 
Síndrome das pernas inquietas e gravidez 
 
Dentre as populações atingidas pela SPI e MPP, as gestantes apresentam 
grande prevalência. Durante a gravidez, é comum haver alterações no padrão e 
duração do sono, associadas às mudanças físicas que ocorrem na mulher grávida. O 
tempo total de sono da gestante aumenta durante o primeiro trimestre da gravidez, 
havendo diminuição do SOL do sono NREM a cada trimestre. Durante o terceiro 
trimestre de gravidez, há a diminuição na porcentagem do sono de ondas lentas e do 
sono REM, ocorrendo mais eventos de vigília após o início do sono (Brunner et al., 
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1994; Driver & Shapiro, 1992; Hertz et al., 1992). Associado a isso, as mulheres 
relatam aumento da frequência urinária, despertares noturnos, sono agitado e 
dificuldade em dormir, além de desconforto nas pernas e dores nas costas. Nesse 
período, diversos distúrbios do movimento podem ocorrer como ataxia, distonia, 
tremor essencial, doença de Parkinson, síndrome de Tourette, doença de Wilson, 
além da Síndrome das Pernas Inquietas (Kranick et al., 2010). Estes distúrbios podem 
afetar o desenvolvimento fetal, o trabalho de parto, a lactação e a habilidade de cuidar 
do recém-nascido.  
A prevalência da SPI em mulheres grávidas varia entre 11 e 30%. Essa 
variabilidade se deve principalmente à localização geográfica de cada estudo e à fase 
da gestação das mulheres analisadas. A prevalência da síndrome aumenta 
progressivamente no 3º ou 4º mês de gestação, havendo um pico durante o terceiro 
trimestre, especialmente no 8º mês, seguida de diminuição dos sintomas no 9º mês e 
alívio após o parto. A intensidade e frequência dos sintomas também têm pico no 
terceiro trimestre, tanto em mulheres já afetadas anteriormente quanto em não 
afetadas (Manconi et al., 2004a). Em mulheres não afetadas anteriormente, os 
sintomas da SPI duram aproximadamente 3 a 5 meses. Mulheres que já tiveram várias 
gestações geralmente reclamam dos mesmos sintomas em todas elas (Goodman et 
al., 1988). Em 2004, Manconi et al. realizaram uma pesquisa em um grupo de 642 
mulheres durante todo o período gestacional e encontraram prevalência de 26% de 
SPI, incluindo mulheres que já haviam sido afetadas antes da gravidez, que 
correspondiam a aproximadamente 10%, e as que nunca haviam sido afetadas antes 
da gravidez (Manconi et al., 2004). 
  As causas da associação entre SPI e gravidez não estão totalmente 
entendidas. As hipóteses mais debatidas são: alterações metabólicas, com especial 
destaque a deficiência de ferro; influências hormonais relacionadas com o aumento 
de prolactina, progesterona e estrogênios durante a fase final da gravidez; e as 
mudanças dos hábitos motor e estado psicológico das mulheres grávidas. 
 
Restrição e suplementação de ferro 
 
 A deficiência de ferro (DFe) é a deficiência de micronutriente mais comum no 
mundo. O ferro é um micromineral essencial em todas as espécies por ter participação 
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em seus processos metabólicos, como transporte de oxigênio, síntese de DNA e 
regulação do crescimento celular (Andrews, 1999).  Em todas as espécies, a 
concentração do ferro nos fluídos biológicos está estreitamente regulada para prover 
o ferro quando necessário, e evitar a toxicidade, considerando-se que o excesso de 
ferro pode levar à formação de espécies reativas de oxigênio (EROs) e a sua 
diminuição, que pode levar à anemia (Zhang & Enns, 2009).  
A DFe durante a gravidez pode ter consequências graves para a mãe e seu 
bebê. Processos que limitam a disponibilidade de ferro para o feto incluem anemia 
grave materna, hipertensão materna, que restringe o fluxo de nutrientes para a 
placenta, tabagismo e parto prematuro (Siddappa et al., 2007). Além de um aumento 
do risco de baixo peso ao nascer e aumento da morbidade e mortalidade, também há 
sequelas em longo prazo como déficits cognitivos e alterações de comportamento 
(Lozoff et al., 2006). Em estudo realizado por Tamura et al., recém-nascidos com o 
quartil mais baixo de ferritina sérica (<76 mcg/L) apresentaram mais problemas de 
desempenho escolar do que as crianças com níveis de ferritina no quartil médio 
(Tamura et al., 2002). 
O ferro é absolutamente necessário para o normal metabolismo energético 
neuronal e glial, produção de neurotransmissores e mielinização, além da alteração 
na expressão de genes críticos para a plasticidade neuronal no hipocampo (Brunette 
et al., 2010; Lozoff et al., 2006). Essas anormalidades na expressão gênica e na 
morfologia neuronal podem persistir até a idade adulta (Brunette et al., 2010; Tran et 
al.,, 2009).  
Estudos com animais indicam que uma crônica e grave deficiência de ferro 
durante o desenvolvimento do Sistema Nervoso Central (SNC) leva alterações no 
sistema dopaminérgico. Os efeitos de identificação em função da dopamina incluem 
a diminuição da densidade do receptor D2 no caudado-putâmen (Youdim et al., 1983) 
e aumento dos níveis de dopamina extracelular (Chen et al., 1995). 
Estudos recentes têm avaliado a utilização da hepcidina como um biomarcador 
da regulação do metabolismo do ferro. A hepcidina é um hormônio peptídico circulante 
composto por 25 aminoácidos, sintetizada no fígado e detectável no sangue e na 
urina. A hepcidina tem-se apresentado como o principal regulador da homeostase do 
ferro e um provável mediador da anemia, de doenças crônicas e inflamação. A 
determinação das concentrações da hepcidina pode ser utilizada para diferentes 
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diagnósticos de anemia, como a anemia por deficiência de ferro, caracterizada por 
níveis reduzidos deste hormônio. Em princípio, dosagens de hepcidina poderiam 
complementar os indicadores mais utilizados de reservas corporais de ferro total, 
como o ferro e a ferritina séricos (Ganz, 2006; Roe et al.,, 2009), além de outros como 
receptor de transferrina, saturação de transferrina e zinco protoporfirina (Paiva et al., 
2000). A produção de hepcidina é regulada homeostaticamente pela anemia e hipóxia 
(Ganz, 2006; Theodorsson, 2006) além de ser regulada por inflamação e estresse 
oxidativo (Darshan & Anderson, 2009; Ganz & Nemeth, 2006; Trinder et al., 2008). 
Neste contexto, foi demonstrado por Millard et al., que os níveis maternos de hepcidina 
diminuem durante a gravidez, voltando ao normal logo após o parto.  
A suplementação de ferro durante a gravidez pode beneficiar o bebê, mesmo 
que a mãe não tenha carência de ferro (Cogswell et al., 2003). Estudos evidenciaram 
que a suplementação de ferro durante a gravidez diminui as chances de nascimento 
prematuro, de baixo peso do bebê ao nascer e de anemia até os 12 meses da criança, 
além de aumentar os níveis de ferritina e hemoglobina da mãe, sem passar do valor 
adequado (Milman et al., 2006). Em casos de SPI por deficiência de ferro, a 
suplementação de ferro é usada como forma de tratamento não farmacológico 
(O'Keeffe et al., 1994). 
 
Síndrome das pernas inquietas e exercício físico 
 
Estudos epidemiológicos vêm demonstrando a associação entre a SPI/MPP 
com a atividade física (Ohayon & Roth, 2002; Phillips et al., 2000). Essas evidências 
são baseadas em vários fatores e apoiam o papel do exercício físico como uma 
intervenção não farmacológica para esses distúrbios do movimento relacionados ao 
sono, diminuindo os sintomas.  
Em um estudo realizado por Esteves et al., foi verificado uma melhora no 
padrão do sono e uma redução nos índices de MPP após a prática de exercício físico 
agudo e crônico, demonstrando também uma correlação negativa entre a liberação 
da β-endorfina e os índices de MPP, ou seja, os voluntários que apresentaram maiores 
níveis de β-endorfina plasmática após um teste de esforço máximo foram os que 
apresentaram maior redução nos índices de MPP (Esteves et al., 2009).  
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Giannaki et al., avaliaram os efeitos de uma única sessão de exercício físico 
nos MPP que ocorrem durante a hemodiálise. Os resultados demonstraram que tanto 
a sessão de 45 minutos de exercícios físicos sem resistência, quanto à sessão a 60% 
do consumo de oxigênio foram igualmente eficazes em reduzir significativamente o 
MPP em pacientes com SPI em relação ao cenário de não exercício físico (Giannaki 
et al., 2010).  
Aukerman et al., realizaram um estudo envolvendo um programa de exercício 
físico combinado com o intuito de analisar a sua efetividade nos sintomas da SPI. Os 
resultados demonstraram que a partir da 6ª semana os sintomas da SPI apresentaram 
uma redução significativa em relação ao grupo controle, não havendo diferença 
significativa da 6ª em relação à 12ª semana (Aukerman et al., 2006). Em 2009, 
Esteves et al., demonstraram em pacientes com SPI uma redução significativa dos 
seus sintomas após 36 sessões de exercício físico aeróbio, reafirmando a eficácia 
dessa prática na diminuição dos efeitos da SPI. Assim, esses estudos demonstraram 
que o exercício físico (aeróbio e resistido) pode ser visto como um componente efetivo 
na melhora dos sintomas da SPI/MPP em diferentes populações, sendo considerado 
em casos mais graves como um complemento ao tratamento farmacológico.  
Além disso, existem evidencias na literatura que a prática de atividade física 
apresenta propriedades neuroprotetoras, modulando diferentes funções cerebrais 
(Del Arco et al., 2007; Ferreira et al., 2010; Holschneider et al., 2007; Lambert et al., 
2005; Lupinacci et al., 1993; Molteni et al., 2002; Real, Ferreira et al.,; van Praag et 
al., 1999; Vaynman et al., 2006). Estudos realizados em modelos animais mostraram 
que durante o exercício físico, a liberação de serotonina e dopamina (DA) aumentam 
no Sistema Nervoso Central, em áreas como mesencéfalo, hipotálamo e estriado 
(Bailey et al., 1993; Rabelo et al., 2015). Além disso, um estudo recente realizado por 
Rabelo et al. mostrou que o treinamento físico com duração de seis semanas em ratos 
Wistar adultos alterou a neuroplasticidade do sistema dopaminérgico (Rabelo et al., 
2017). 
O exercício físico, especialmente aplicado de maneira crônica, é capaz de 
propiciar diferentes adaptações morfofuncionais positivas, as quais são dependentes 
das características do esforço, com destaque para o tipo do exercício, volume e 
intensidade em que esse é realizado (Iaia & Bangsbo, 2010; Laursen, 2010). Se 
considerada, em especial, a intensidade de execução do estímulo, é importante que 
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o princípio da individualidade biológica seja respeitado e, portanto, dentro de um grupo 
que pretende ser avaliado, todos os indivíduos realizem exercícios em mesmas 
condições fisiológicas para esse parâmetro. Uma das maneiras de efetuar essa 
individualização e equiparação do treinamento está pautada na realização de um 
protocolo de avaliação para o diagnóstico de parâmetros aeróbio e anaeróbio.  
Um dos protocolos comumente adotados para esse fim, tanto em modelo 
humano (Tegtbur et al., 1993) quanto animal (de Araujo et al., 2007) é denominado 
teste de lactato mínimo (TLM), que permite, por meio da execução de três fases 
distintas, a obtenção individualizada da capacidade aeróbia (fenômeno também 
conhecido por limiar anaeróbio), bem como de um parâmetro indicativo da condição 
anaeróbia do avaliado. Após a identificação desses parâmetros, é possível propor 
programas de treinamento com cargas controladas, tanto com perfil aeróbio, quanto 
anaeróbio. Considerando a característica do modelo animal que será adotado no 
presente estudo e ainda a carência de informações acerca do treinamento físico 
aplicado a animais com esse perfil, o treinamento proposto nesse projeto apresentará 
característica aeróbia, com intensidades individualizadas a 80% da obtida como o 
lactato mínimo e volume diário fixo em 60 minutos de duração, seis vezes por semana, 
o qual permite adaptações fisiológicas (de Araujo et al., 2013). 
 
Modelo animal e a síndrome das pernas inquietas 
 
O rato é um mamífero muito utilizado para fins científicos. A linhagem Wistar 
(Rattus Norvegicus) é um dos mais utilizados devido ao seu porte pequeno, baixo 
custo e principalmente, a sua similaridade genética com os humanos de 80% (Rat 
Genome Sequencing Project, 2004). 
Uma característica marcante nesta espécie é o comportamento de dimorfismo 
sexual, tendo então diferenças entre o macho e a fêmea e podendo ter alterações 
conforme o estado fisiológico dos animais (Baier et al., 2007; Root Kustritz, 2005).  
No modelo animal é possível reproduzir diversas características de doenças 
humanas, mantendo a qualidade através da confiabilidade e validade (van der Staay 
et al., 2006).  
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 A deficiência de ferro em ratas Wistar pode ocasionar em baixo peso, 
mudanças comportamentais, hipotiroxinemia, irregularidade no ciclo estral, 
concepção reduzida e consequências para a prole (Hu et al., 2014; Li et al., 2014). 
 Um estudo realizado com ratas prenhes com deficiência de ferro mostrou um 
desenvolvimento celular comprometido das proles advindas dessas ratas, sugerindo 
um dano no desenvolvimento no SNC na vida pós-natal desses animais (Morath & 
Mayer-Proschel, 2002). 
Atualmente alguns estudos veem sendo realizados para demonstrar um modelo 
animal para SPI.  Uma característica marcante da SPI é o desejo de se mover (Baier 
et al., 2007), e, devido ao não retorno subjetivo dos animais, esse sintoma se torna 
mais difícil de simular em um protocolo animal. No entanto, diversos estudos já foram 
realizados para demonstrar em um modelo animal essas características da síndrome. 
Entre os estudos podemos destacar modelos de SPI com ratas prenhes (Mariano et 
al., 2014), animais com lesão do núcleo A11 (Esteves et al., 2016), animais Knockout 
Meis1 (Salminen et al., 2017), ratos SHR (Frank et al., 2016), deficiência de ferro 
(Dean et al., 2006; Qu et al., 2007) e lesão medular (Esteves et al., 2004; Reis et al., 
2011). 
Mariano et al., demonstraram que ratas prenhes possuem alteração 
comportamental parecida com modelos utilizados para SPI, tornando então possível 
a avaliação da SPI através do modelo animal. Essas alterações podem ser verificadas, 
através do teste comportamental, como: aumento da Ambulação (Central, Periférica 
e Total) e redução de rearing, indicando uma maior necessidade de movimento; 
diminuição tempo de Freezing, somando a necessidade de movimento; e aumento de 
Tempo de Grooming, devido ao incomodo com os membros (patas) (Mariano et al., 
2014) 
Um estudo realizado em ratos que foram submetidos a uma lesão com a 
neurotoxina 6-OHDA induzida no núcleo dopaminérgico A11, foi verificado um 
aumento significativo de despertares e de movimentos das patas no período claro 
comparado ao grupo controle (Lopes et al., 2012).  
Estudos realizados com o cérebro de modelos animais para a SPI, mostraram 
aumento de DAT (Lai et al., 2017), aumento de níveis de dopamina (Nelson et al., 
1997), aumento e redução de Tirosina Hidroxilase (Connor et al., 2009; Frank et al., 
2016), assim como redução de D2 (Frank et al., 2016). 
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Além disso, ratos com deficiência de ferro apresentam hiperatividade motora, 
aumento de MPP no sono, diminuição do sono REM, maior fragmentação do sono e 
uma menor duração do sono de ondas lentas, sinais semelhantes aos dos pacientes 
com SPI humana (Lai et al., 2017). 
Modelos animais experimentais possibilitam que sejam realizadas análises de 
amostras biológicas contribuindo com a elucidação dos mecanismos etiopatogênicos 
(Pereira et al., 2012) e o efeito do exercício físico nos mesmos. Roedores são 
utilizados em protocolos de corrida em esteira ou de natação, por apresentarem uma 
boa resposta ao exercício físico (Gobatto et al., 2001). 
Esteves et al. mostraram em seu estudo que o número de movimentos dos 
membros foi reduzido quando os animais foram submetidos a um tratamento de 
exercício físico composto por cinco sessões por semana, durante quatro semanas 
(Esteves et al., 2013). Três anos depois, Esteves et al. (2016) observaram resultados 
parecidos em animais com lesão A11 (células de projeção de dopamina) no 
hipotálamo. Os ratos que realizaram exercício físico por quatro semanas 
apresentaram movimentos dos membros reduzidos. Além disso, foi observado por 
Frank et al., efeitos positivos na atividade locomotora, como diminuição da ambulação 
total e frequência de rearing em ratos SHR após um protocolo de exercício de 8 
semanas (Frank et al., 2016). 
 
 
JUSTIFICATIVA 
 
Em recente estudo realizado por nosso grupo foi verificado que ratas prenhes 
apresentaram alteração na atividade locomotora e no comportamento, demonstrados 
por menos eventos de rearing, aumento no tempo de duração de grooming e redução 
no tempo de freezing, em relação ao grupo de ratas controle não prenhes em teste de 
campo aberto, em diferentes momentos da prenhez. Neste estudo de Mariano et al., 
(2014) não foi feita nenhuma manipulação da dieta de ferro nas ratas prenhes, 
corroborando com os estudos que demonstram que a gestação por si só já acarreta 
na alteração do metabolismo do ferro da mãe (Gambling & McArdle, 2004). 
Como já demonstrado em estudos, a SPI tem sido associada a redução de ferro 
e alterações no sistema dopaminérgico, com um estado hiperdopaminérgico pré-
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sináptico, com aumento da síntese e liberação de dopamina, diminuição do receptor 
D2, alteração no DAT e um aumento na expressão da tirosina hidroxilase.  
Assim, um mecanismo potencial para a maior prevalência de SPI durante a 
gravidez pode ser o aumento de três a quatro vezes das necessidades de ferro nesse 
período (Manconi et al., 2004a). Como a mãe é a única fonte de nutrientes para o feto, 
a placenta regula seus sistemas de transferência de ferro para manter o fornecimento 
adequado para o feto, o que muitas vezes ocorre à custa do estoque de ferro da mãe 
(Gambling et al., 2011). No entanto, esta alta regulação é mais pronunciada em 
condições de deficiência de ferro materno (Gambling et al., 2009). Estima-se que 
39,1% de gestantes em todo o mundo sejam anêmicas (WHO, 2015), até 90% das 
mulheres americanas grávidas têm a ingestão de ferro abaixo dos níveis ideais 
(Swensen et al., 2001), e no Brasil estima-se que a anemia afete de 8,9 a 57,1% das 
grávidas (Côrtes et al., 2009). 
Um grande número de modelos tem sido utilizado para estudar o efeito da 
nutrição materna sobre o desenvolvimento fetal (McArdle et al., 2006). A literatura vem 
mostrando resultados notórios da epigenética herdável em modelo animal. Alguns 
estudos mostram que a alteração da dieta da mãe afeta o metabolismo e a expressão 
gênica da prole e consequentemente gera distúrbios metabólicos na vida adulta 
(Benatti et al., 2014; Boney et al., 2005; Danielzik et al., 2002). No entanto ainda são 
escassos estudos que avaliem as alterações no padrão do sono de proles através 
dessa passagem.  
Dessa forma, embasado no contexto de alterações que a deficiência de ferro 
causa no período gestacional, verificar as consequências na prole se torna de 
fundamental importância. Em estudo realizado por Dean  et al. (2006) foi verificado 
que em animais que receberam dieta restrita de ferro desde o desmame até 60 dias 
de vida apresentaram um aumento do estado de vigília durante um intervalo de tempo 
circadiano particular (4 horas antes do período claro), que corresponde ao período 
durante o qual os sintomas de SPI seriam exacerbados, como o que acontece em 
seres humanos. No entanto, ainda existe uma lacuna na literatura em relação a 
estudos relacionados ao padrão e distúrbios do sono na vida adulta em decorrência 
da anemia materna.  
Em adição, o impacto do exercício físico na prole de mães anêmicas poderia 
ser visto como um fator protetor frente às diversas consequências voltadas tanto aos 
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parâmetros relacionados ao sistema dopaminérgico, quanto aos comportamentais e 
de sono. Já está extensivamente relatado na literatura os efeitos positivos do exercício 
físico no sistema nervoso central de seres humanos (Lupinacci et al., 1993) e animais, 
tais como a melhoria da aprendizagem, memória e plasticidade (Lambert et al., 2005; 
van Praag et al., 1999; Vaynman et al., 2006), o aumento da ativação neuronal 
(Holschneider et al., 2007) e neurogênese (Ferreira et al., 2010), e de alterações de 
neurotransmissores e seus receptores (Del Arco et al., 2007; Real et al., 2010) e da 
expressão de genes (Molteni et al., 2002). 
Assim, se torna importante observar o quanto uma situação externa (exercício 
físico) pode impactar nas características do padrão de sono, sistema dopaminérgico 
e comportamento locomotor da prole de ratas submetidas à dieta com diferentes 
concentrações de ferro (padrão, restrição e suplementação) durante a prenhez. 
 
OBJETIVO 
 
O presente estudo tem como objetivo principal observar na prole de ratas, 
tratadas com dieta apresentando diferentes concentrações de ferro (padrão, restrição 
e suplementação), as alterações causadas no padrão de sono, na atividade 
locomotora, no sistema dopaminérgico e no metabolismo do ferro. Além disso, torna-
se importante avaliar o impacto de um protocolo de treinamento físico nessas variáveis 
analisadas na prole.  
 
Objetivos Específicos 
 
1. Avaliar a atividade locomotora das ratas que receberam dieta com diferentes 
concentrações de ferro (padrão, restrição e suplementação) durante a prenhez. 
2. Analisar as expressões gênicas do receptor dopaminérgico D2, transportador 
de dopamina (DAT), tirosina hidroxilase (TH), MAP2K5-ERK5 e hepicidina das 
ratas que receberam dieta com diferentes concentrações de ferro durante a 
prenhez.  
3. Avaliar o padrão de sono e a atividade locomotora da prole de ratas que 
receberam dieta com diferentes concentrações de ferro (padrão, restrição e 
suplementação) durante a prenhez. 
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4.  Avaliar o impacto do treinamento físico no padrão de sono e na atividade 
locomotora da prole de ratas que receberam dieta com diferentes 
concentrações de ferro (padrão, restrição e suplementação) durante a prenhez. 
5. Analisar, as expressões gênicas e conteúdos proteicos do receptor 
dopaminérgico D2, transportador de dopamina (DAT), tirosina hidroxilase (TH), 
MAP2K5-ERK5, hepicidina e suas relações com o treinamento físico, padrão 
de sono e atividade locomotora na prole de ratas que receberam dieta com 
diferentes concentrações de ferro (padrão, restrição e suplementação) durante 
a prenhez. 
 
 
MATERIAL E MÉTODOS 
 
Para a execução do projeto foram utilizadas ratas (n=20) e ratos (n=5) Wistar 
com 21 dias de idade provenientes do Centro de Bioterismo da UNICAMP (CEMIB). 
Todos os procedimentos foram submetidos à aprovação pela Comissão de Ética no 
Uso de Animais da UNICAMP (3876-1) (ANEXO). Durante o período de estudo, os 
animais foram mantidos em salas climatizadas (média de 23ºC) com ciclo claro-escuro 
constante (12/12h), com ração e livre acesso à água, acondicionados em gaiolas com 
4 animais até o momento da indução da prenhez. Os ratos machos foram utilizados 
para a indução da prenhez. Após identificada a prenhez, os animais passaram a ser 
acondicionados em gaiolas individuais. Após o desmame das proles, foram utilizados 
no presente estudo os ratos machos. 
 Os experimentos foram realizados em 2 momentos: 
 
1º momento: 5 grupos de ratas 
1. CTRL dieta padrão não prenhe (CTRL) (n=4) 
2. Prenhes com dieta padrão de ferro (PDP) (n=4) 
3. Prenhes com dieta de restrição de ferro após duas semanas do desmame 
(PDR) (n=4) 
4. Prenhes com dieta de restrição de ferro apenas na prenhez (PDR2) (n=4) 
5. Prenhes com dieta de suplementação de ferro (PDS) (n=4) 
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2º momento: 8 grupos de proles 
1. Prole do grupo PDP Sedentária (PAD SD) (n=8) 
2. Prole do grupo PDP com Exercício Físico (PAD EF) (n=8) 
3. Prole do grupo PDR Sedentária (REST SD) (n=8) 
4. Prole do grupo PDR com Exercício Físico (REST EF) (n=8) 
5. Prole do grupo PDR2 Sedentária (REST2 SD) (n=8) 
6. Prole do grupo PDR2 com Exercício Físico (REST2 EF) (n=8) 
7. Prole do grupo PDS Sedentária (SUP SD) (n=8) 
8. Prole do grupo PDS com Exercício Físico (SUP EF) (n=8) 
 
 
Figura 1: Descrição dos grupos experimentais. PDP: prenhes dieta padrão; PDR: 
prenhes dieta restrição; PDR2: prenhes dieta restrição apenas na prenhez; PDS: 
prenhes dieta suplementação; PAD SD: prole grupo prenhes dieta padrão sedentária; 
PAD EF: prole grupo prenhes dieta padrão com exercício físico; REST SD: prole grupo 
prenhes dieta restrição sedentária; REST EF: prole grupo prenhes dieta restrição com 
exercício físico; REST2 SD: prole grupo prenhes dieta restrição sedentária; REST2 
EF: prole grupo prenhes dieta restrição com exercício físico; SUP SD: prole grupo 
prenhes dieta suplementação sedentária; SUP EF: prole grupo prenhes dieta 
suplementação  com exercício físico. 
 
Delineamento Experimental 
 
 O experimento teve seu início após o desmame das ratas, onde estas receberam 
por 2 semanas dieta padrão. Após esse período as ratas do grupo PDR passaram a 
receber a dieta de restrição de ferro, visto que esta dieta foi fornecida para esse grupo 
até o final da prenhez. Os outros grupos (CTRL, PDP. PDR2 e PDS) receberam a dieta 
padrão até o início da prenhez, onde o grupo PDS passou a receber a dieta com 
suplementação de ferro e o grupo PDR2 a dieta restrição de ferro durante os 21 dias 
de prenhez e os grupos CTRL e PDP continuaram a receber a dieta padrão. 
Aproximadamente aos 70 dias foi iniciado o esfregaço vaginal, para a identificação das 
CTRL não 
prenha PDP
PAD SD PAD EF
PDR
REST SD REST EF
PDR2
REST2 SD REST 2 EF
PDS
SUP SD SUP EF
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fases do ciclo estral. Todas as ratas foram submetidas a testes de adaptação ao 
ambiente do campo aberto (Open-Field) que foi utilizado para avaliar o comportamento 
locomotor. Uma semana após a adaptação, as ratas foram submetidas novamente ao 
campo aberto, que constitui a avaliação Basal. Após a avaliação basal, todas as ratas 
dos grupos prenhes foram submetidas à presença do macho para a indução da 
prenhez, e quando prenhes foram avaliadas no campo aberto nos dias 3, 10 e 19 da 
prenhez (afim de simular os trimestres da gestação) juntamente com o grupo não 
prenhe CTRL. Após o desmame, a prole de cada grupo de fêmea foi distribuída em 2 
grupos. Um que realizou treinamento físico por 8 semanas (natação) (EX) e outro que 
não realizou exercício físico (SD). Foi realizada também a análise da atividade 
locomotora da prole em um momento basal, e após 4 e 8 semanas de treinamento 
físico. Todos os grupos de prole (EF e sedentários) passaram por cirurgia para 
implantação de eletrodos após as 8 semanas de treinamento para a realização da 
polissonografia (PSG). Toda a prole recebeu dieta padrão desde o desmame até o fim 
do experimento. Após o término do experimento os animais foram eutanasiados e 
amostras de tecidos foram coletadas para posterior análise da expressão de mRNA e 
conteúdo proteico das proteínas acima citadas nos objetivos. 
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Figura 2. Desenho experimental do 2º momento do experimento (prole). SE: sedentário; 
EF: exercício físico. 
 
Procedimentos Experimentais 
 
Esfregaço vaginal e cruzamento  
 
 Para a identificação das fases do ciclo estral, foi realizado diariamente no 
mesmo período do dia, o esfregaço vaginal das ratas (Marcondes et al., 2002). 
 Durante um ciclo estral normal, a rata passa por quatro fases durante cinco 
dias: Proestro, Estro, Metaestro e Diestro (figura 3), onde Estro é a fase que ocorre a 
ovulação espontânea das fêmeas, tornando-as receptivas aos machos (Long & Evans, 
1922). 
Foi realizado um acompanhamento do ciclo estral a partir do 70º dia de vida 
das ratas. Para isso, um volume de aproximadamente 0,2ml de solução salina 0,9% 
era colocado e em seguida removido do canal vaginal por meio de pipeta Pasteur. O 
material coletado foi analisado ao microscópio para identificação dos tipos celulares 
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do epitélio vaginal e determinação da fase do ciclo estral (estro, diestro, metaestro, 
proestro). A partir do 75º foram colocadas duas ratas em gaiolas junto a um macho 
para a copulação. A copulação era afirmada quando eram encontrados 
espermatozoides no liquido vaginal. 
 
Figura 3. Fotomicrografia da secreção vaginal de rata. A) proestro consiste em células 
nucleadas epiteliais globosas; B) estro possui células anucleadas queratinizadas; C) 
metaestro consiste nos três tipos de células: leucócitos, queratinizadas e epiteliais 
nucleadas; e D) diestro há predominância de leucócitos (Caligioni, 2009). 
 
Dieta de Ferro  
 
 Após o desmame as ratas foram alimentadas com dieta padrão por 2 semanas, 
antes de serem distribuídas aleatoriamente nos grupos. Os grupos CTRL (não prenha) 
e PDP permaneceram com a dieta padrão de Fe (40 mg/kg) (Felt et al., 2006) durante 
todo o experimento. O grupo PDR, passou a receber a dieta com teor de Fe reduzido 
(4 mg/kg) por 4 semanas antes do acasalamento até o nascimento da prole. Já os 
grupos PDS (100 mg/kg) e PDR2 (4mg/kg), receberam a dieta padrão até a detecção 
da prenhez e durante todo o período de prenhez receberam a dieta de suplementação 
e restrição respectivamente (Figura 4).  Todas as dietas foram livremente disponíveis, 
e os pesos corporais foram registrados semanalmente durante todo o experimento. 
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Após o nascimento da prole todos os grupos receberam dieta padrão de Fe (40mg/Kg) 
até o desmame. Toda a prole recebeu dieta padrão desde o desmame até o fim do 
experimento.  
 
 
Figura 4. Delineamento do protocolo da dieta com diferentes concentrações de ferro 
(padrão, restrição e suplementação) das ratas. CTRL (grupo Controle), PDP (grupo 
prenha dieta padrão), PDR (grupo prenha dieta restrita), PDR2 (grupo prenha dieta 
restrita na prenhez) e PDS (grupo prenha dieta suplementação), P1-21 (prenhez 1º ao 
21º dia), Lact (período de lactação). 
 
A dieta foi produzida em parceria com o curso de Nutrição da FCA/Unicamp e 
feita a partir de ingredientes purificados, seguindo a composição das formulações da 
AIN93-G (Anexo) (Reeves, 1997). A dieta de restrição e suplementação de ferro foi 
realizada manipulando o mix mineral de acordo com a % específica que as atenda, 
ajustando a composição geral do mix pelo veículo (sacarose). Os valores 
apresentados na AIN93-G correspondem às necessidades da dieta do roedor na fase 
de crescimento, prenhez e de lactação (Reeves et al., 1993). 
Os ingredientes da dieta foram adquiridos por fornecedores especializados e 
para a determinação da concentração de ferro, amostras foram encaminhadas para o 
instituto Adolfo Lutz (São Paulo).  
 
Campo aberto – Open Field (atividade locomotora) 
 
O teste de campo aberto é utilizado para medir a atividade locomotora de ratos, 
e pode ser utilizado para medir o sintoma de desejo de se movimentar da SPI 
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(Manconi et al., 2007). O teste de campo aberto consiste em uma arena em formato 
circular com 60 cm de diametro, e com paredes de 48 cm de altura com a parte 
superior aberta. Sua parte inferior (chão) é dividida em 19 quadrantes, onde foram 
colocados os animais individualmentes para a avaliação. Cada animal permaneceu 
no teste por 10 minutos, onde apenas os 5 finais foram avaliados. Através de 
contadores manuais foram analisados os parâmetros: ambulação periférica 
(quantidade de quandrantes periféricos percorridos com as quatro patas dos animais), 
ambulação central (quantidade de quandrantes centrais percorridos com as quatro 
patas dos animais), ambulação total (soma da ambulação periférica e da ambulação 
central), rearing (contagem de vezes que o animal fica com apenas duas patas no 
chão), eventos de grooming (contagem de vezes que o animal encosta a boca e/ou 
as patas pelo corpo e cabeça), duração total de grooming (contagem de tempo corrido 
em que o animal encosta a boca e/ou as patas pelo corpo e cabeça) e tempo total de 
freezing (tempo corrido que o animal permaneceu imóvel) (Fukushiro et al., 2007). 
Todos os testes foram realizados entre 9h e 11h, pois os ratos são animais de hábitos 
noturnos, e este horário pode ser correlacionado com o periodo tarde/noite nos seres 
humanos, onde ocorre a piora dos sintomas da SPI (Qu et al., 2007). 
 
Exercício Físico 
 
Procedimentos experimentais relacionados ao exercício: Ao completar 70 dias 
de idade, os animais foram submetidos aos procedimentos de adaptação ao meio 
líquido de modo progressivo durante 14 dias consecutivos. Após adaptados, foram 
avaliados pelo protocolo de lactato mínimo (TLM) para determinação individual do 
limiar anaeróbio (LAn) e determinação da condição anaeróbia. 
Adaptação ao meio líquido: Os animais foram submetidos a quatorze sessões 
de adaptação ao meio líquido, sendo três sessões em água com 15 centímetros (cm) 
de profundidade e em dias subsequentes; cinco sessões de adaptação ao nado livre 
com 120 cm de profundidade, iniciando com 2 min de exercício e acréscimos de 2 min 
diários, até 10 minutos de esforço serem atingidos. Posteriormente, foram aplicadas 
seis sessões específicas de adaptação com o rato nadando atado em diferentes 
cargas em percentuais do peso corporal, com os tempos variando em função da 
intensidade aplicada. Esses visam apenas à adaptação ao meio líquido, ao estresse 
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térmico, à manipulação e às cargas as quais o animal permanecerá atado, não 
objetivando melhora na condição física (treinamento). Todos os procedimentos foram 
realizados em água com temperatura mantida em 31 ± 1ºC e de maneira individual, 
com os tanques de nado divididos por tubos cilíndricos de PVC com 30 cm de 
diâmetro. 
Testes realizados para avaliação fisiológica e determinação das intensidades de 
treinamento (Protocolo do Lactato mínimo): Para a determinação dos parâmetros 
aeróbio e anaeróbio, foi adotado o protocolo de lactato mínimo (de Araujo et al., 2012), 
aplicado em três momentos durante o período experimental:  
I) Antes do programa de treinamento (animais com aprox. 69 dias), objetivando 
identificar a intensidade individualizada de LAn para prescrição do treinamento; 
II) Após quatro semanas de treinamento (animais com aprox. 114 dias), com o 
intuito de acompanhar as evoluções aeróbia e anaeróbia e readequar as cargas de 
treinamento; 
III) Após oito semanas de treinamento (animais com aprox. 144 dias), para 
identificar os efeitos do treinamento sobre os parâmetros aeróbio e anaeróbio 
analisados. 
Em síntese, o teste de lactato mínimo foi composto por uma fase de indução à 
hiperlactacidemia, composto por um esforço de 30 segundos e outro exercício até a 
exaustão (ambos com carga relativa a 13% do peso corporal), separados por 30 
segundos de intervalo; um repouso passivo com duração de nove minutos (para 
alcance do pico de lactato sanguíneo); e, em um terceiro momento, foi aplicado um 
protocolo de cargas incrementais para determinação da intensidade em que se 
observe a menor lactacidemia, representando a maior intensidade de equilíbrio entre 
a produção e remoção de lactato sanguíneo (figura 5). Desta forma, a intensidade do 
lactato mínimo foi utilizada como parâmetro individualizado de capacidade aeróbia 
(LAn) e o tempo até exaustão durante a fase de indução, como parâmetro anaeróbio. 
As amostras de sangue foram extraídas da ponta da cauda do animal (25ul por 
coleta), através de capilares descartáveis e calibrados com heparina. Posteriormente 
o sangue extraído foi armazenado em tubos eppendorfs com adição de 50ul de 
fluoreto de sódio 1%. As concentrações de lactato foram determinadas através do 
lactímetro Yellow Spring YSI-2300, calibrado e operado de acordo com as 
especificações do fabricante.  
35 
 
Programa de Pós-graduação da Faculdade de Educação Física 
Universidade Estadual de Campinas 
 
 
Figura 5. Representação gráfica do teste de lactato mínimo (TLM); determinação da 
intensidade em que se observa menor valor de lactacidemia durante a fase 
incremental, caracterizando assim, a intensidade de limiar anaeróbio. 
 
Para conquista dos objetivos do presente projeto, foi aplicado um modelo de 
treinamento com cargas controladas por um período de oito semanas. O treinamento 
foi iniciado aproximadamente aos 69 dias de idade dos animais, sendo a carga diária 
do treino imposta pelo produto da intensidade (em % da massa corporal dos ratos) 
pelo volume diário (duração das sessões). Nesse projeto, a intensidade 
individualizada de exercício corresponderou a 80% da obtida no teste de LM e o 
volume de 60 minutos diários de natação (de Araujo et al., 2013). O treinamento físico 
foi realizado no período noturno (correspondente ao periodo diurno dos ratos). 
Conforme descrição acima, os animais foram avaliados antes, durante e após o 
programa de treinamento, e as cargas adicionadas ao dorso foram reajustadas de 
acordo com a massa corporal semanalmente.  
 
Registro do ciclo vigília-sono (Polissonografia) 
 
A cirurgia de implantação dos eletrodos para o registro foi realizada logo após 
as oito semanas de treinamento físico, seguida por uma recuperação de cinco dias e 
um registro de 24 horas.  
Para o registro da atividade eletrocorticografica (ECoG) dos animais, 
primeiramente foi realizada uma cirurgia estereotáxica para a implantação dos 
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eletrodos (Timo-Iaria et al., 1970). Foi realizado um aprofundamento anestésico 
inalatório por isoflurano e após se deu o início à cirurgia sobre a superfície cortical. 
Foram implantados dois pares (bregma e lambda) de eletrodos na superfície cortical 
(1mm posterior a bregma, 3mm lateral a sutura central e 3mm anterior a bregma, 1mm 
lateral à sutura central; 1mm anterior à lambda, 4 mm lateral à sutura central e 4mm 
anterior à lambda, 1mm lateral à sutura central). A cirurgia de implantação dos 
eletrodos permite o registro simultâneo das diferentes áreas do encéfalo e unidades 
motoras. Após cinco dias de recuperação, o registro ECoG foi realizado por polígrafo 
digital Nihon-Kohden de 32 canais, modelo QP-223A (Japão) através de 5 canais, 
sendo dois para o registro do ECoG e três do eletromiograma (EMG). As épocas de 
sono foram identificadas em 10 segundos, e pontuadas de acordo com a descrição de 
Timo-Iaria (1970), sendo o registro de 12 horas (100%) dos animais divido em vigília, 
sono de ondas lentas e sono REM. Os parâmetros do sono analisados foram: Tempo 
Total de Sono (TTS), Tempo de Vigília (em %), Tempo de Sono de Ondas Lentas 
(SOL) (em %), Tempo de sono REM (REM) (em %), nº de despertares e Movimentos 
Periódicos das Patas (MPP) (eventos/h de sono). O registro do ciclo vigília-sono dos 
animais foi realizado com aproximadamente 150 dias de vida. Todos os registros do 
sono foram analisados por um único pesquisador, garantindo assim a consistência 
dos dados. 
 
Eutanásia dos Animais 
 
Após o término dos experimentos os animais foram eutanasiados 
individualmente por aprofundamento anestésico seguido de decapitação (Andersen et 
al., 2004) e os tecidos estriado, para análise do D2, DAT, TH e MAP2k5, e fígado, 
para análise da hepicidina, foram coletados. 
 
Reagentes, tampões e anticorpos 
 
Os anticorpos foram provenientes das empresas Cell Signalling Technology 
(MA, USA), Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz Biotechnology Inc., CA, USA) e 
Upstate Biotechnology (Upstate Biotechnology, NY, USA), de acordo com a 
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disponibilidade. Os reagentes químicos de rotina foram provenientes da Sigma 
Chemical Corporation (St. Louis, MO, USA). 
 
Reação e cadeia de polimerase em Tempo Real (RT-PCR) 
 
Os tecidos utilizados foram o fígado e o estriado, onde o RNA foi isolado do 
tecido usando o reagente Trizol. Para aproximadamente 100g de tecido congelado foi 
adicionado 1mL de Trizol e posteriormente processado no beadruptor para a 
dissociação do tecido. Após o incubamento das amostras por 5 minutos foi adicionado 
0,2mL de clorofórmio, em cada 1mL de trizol, e agitado vigorosamente por 15s. O 
preparado foi incubado por 2 minutos e centrifugado a 10.500rpm por 10 minutos a 
4ºC para sedimentar restos celulares. A fase aquosa sobrenadante (RNA) foi removida 
e transferida. Para iniciar-se o procedimento de precipitação e isolamento, foi 
adicionado 0,5mL de etanol isopropílico 100%. As amostras foram incubadas 10 
minutos em temperatura ambiente e posteriormente centrifugadas por 10 minutos a 
10.500rpm a 4ºC.  O RNA sobrenadante foi lavado em 1mL de etanol 75% e 100%, 
centrifugado a 8.400rpm a 4ºC por 1 minutos, ressuspendido em H2O ultrapura e 
aquecido a 80ºC por 5 minutos. 3ug de RNA foram utilizados para a reação de 
transcrição reversa utilizando o kit High Capacity cDNA Reverse Transcription, 
seguindo as instruções do fabricante (Life Technologies). A análise da expressão 
gênica por Real-time PCR foi feita na plataforma ABI 7500 FAST e os primers 
utilizados foram: receptor D2, DAT, TH, MAP2K5ERK5 e Hepcidina (hamp). Os dados 
obtidos foram analisados usando o Sistema de Detecção de Sequência da empresa 
Applied Biosystems versão 1.7. 
 
Western Blotting   
 
A técnica de Western Blotting foi realizada seguindo o protocolo de Kurien e 
Scofield (Kurien & Scofield, 2003) adaptado. Fragmentos do fígado e do estriado 
(caudado e putâmen) foram coletados para avaliação de proteínas específicas. Os 
tecidos foram homogeneizados em tampão de extração (EDTA 10 mM, base de 
Trisma 100 mM, pirofosfato de Na 10 mM, fluoreto de Na 100 mM, ortovanadato de 
Na, PSMF 2 mM e aprotinina a 0,1 mg / mL) a 4 ° C com a ajuda de um 
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homogeneizador. O homogeneizado foi centrifugado a 11 000 rpm durante 30 minutos 
para remover o material insolúvel. O reagente de biureto foi utilizado para determinar 
a concentração de proteínas das amostras e depois foi colocado em 
tampão de Laemmli (100 μL de tampão / 400 μL de amostra) contendo DTT. Para a 
análise de imunotransferência, uma quantidade de 50-100 μg de proteínas foi 
separada em SDS-PAGE e transferida para uma membrana de nitrocelulose, com o 
auxílio do aparelho Mini-gel Bio-Rad. Após a transferência, foi aplicada uma solução 
de bloqueio às membranas à base de leite em pó desnatado (5% de leite em pó 
desnatado; 10mmol/L de Tris; 150mmol/L de NaCl; 0,02% de Tween 20)  para reduzir 
a soma de proteínas inespecíficas. Posteriormente, as membranas foram incubadas 
com anticorpos primários específicos (D2 Receptor AB5084P, DAT 22524-1AP, TH 
25859-1-AP e MERK5 15758-1-AP), utilizando como controle endógeno GAPDH (Cell 
Signaling 1: 2000). Após o período de incubação, os anticorpos foram removidos e as 
membranas lavadas. Então, as membranas foram incubadas com o anticorpo 
secundário. Após a lavagem, as membranas foram incubadas na solução de revelador 
Super Signal (Thermo Scientific) e colocadas no fotodocumentador GeneGnomeXRQ-
Syngene. O sinal foi detectado por quimioluminiscência e a intensidade das bandas 
avaliada por densitometria pelo programa Scion Image (Scion Corporation).  
 
 
ANÁLISE ESTATÍSTICA 
 
 Todos os resultados foram analisados através do programa Statistic 7.0. Para 
análise dos parâmetros comportamentais, foi aplicado o teste de 
Kolmogorov – Smirnov para verificar a normalidade dos dados. Após a distribuição 
dos dados ser normalizada pelo logaritmo de transformação (log), foi realizada a 
ANOVA para medidas repetidas, seguido do post hoc de Duncan. As análises do 
sono, conteúdos proteicos e expressão gênica foram realizadas pela ANOVA One-
Way, com o post hoc Duncan ou Tuckey. Quando necessário, foi realizado o test T. O 
nível de significância adotado foi o de p<0,05 e os dados foram expressos em média 
± erro padrão. 
 
 
39 
 
Programa de Pós-graduação da Faculdade de Educação Física 
Universidade Estadual de Campinas 
RESULTADOS 
 
 Os resultados demonstrados a seguir são referentes ao comportamento 
locomotor e expressão gênica das mães e estão demonstrados através de figuras 
apresentados em média ± erro padrão. 
 
Comportamento locomotor  
 
A Ambulação Total mostrou redução com diferenças estatisticamente 
significantes no tempo para o grupo PDS nos dias 3, 10 e 19 de prenhes em relação 
ao seu momento basal (Figura 6). 
Os parâmetros Grooming Duração (Figura 7) e Freezing (Figura 8) não 
apresentaram diferenças estatisticamente significantes.  
 
Figura 6. Ambulação Total analisada pelo teste Campo Aberto (Open Field) dos 
animais dos grupos controle não prenhe (CTRL) (n=4), prenhe dieta padrão (PDP) 
(n=3), prenhe dieta suplementação (PDS) (n=4), prenhe dieta restrição (PDR) (n=4) e 
prenhe dieta restrição apenas na prenhez (PDR2) (n=4) nos diferentes momentos de 
avaliação: Basal e dias 3, 10 e 19º dia de prenhez. ANOVA para medidas repetidas, 
post hoc Duncan (p<0,05), comparação para tempo (a difere de b). Tempo 
[F(12,42)=5,117, p=0,004155]; Grupo [F(12,42)=2,019, p=0,146868]; Interação 
[F(12,42)=1,836, p=0,073010].  
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Figura 7. Grooming duração analisado pelo teste Campo Aberto (Open Field) dos 
animais dos grupos controle não prenhe (CTRL) (n=4), prenhe dieta padrão (PDP) 
(n=3), prenhe dieta suplementação (PDS) (n=4), prenhe dieta restrição (PDR) (n=4) e 
prenhe dieta restrição apenas na prenhez (PDR2) (n=4) nos diferentes momentos de 
avaliação: Basal e dias 3, 10 e 19º dia de prenhez. ANOVA para medidas repetidas, 
post hoc Duncan  (p<0,05). Tempo [F(12,42)=0,7223, p=0,544322]; Grupo 
[F(12,42)=1,9781, p=0,153306]; Interação [F(12,42)=1,3051, p=0,251757]. 
 
 
Figura 8. Freezing analisado pelo teste Campo Aberto (Open Field) dos animais dos 
grupos controle não prenhe (CTRL) (n=4), prenhe dieta padrão (PDP) (n=3), prenhe 
dieta suplementação (PDS) (n=4), prenhe dieta restrição (PDR) (n=4) e prenhe dieta 
restrição apenas na prenhez (PDR2) (n=4) nos diferentes momentos de avaliação: 
Basal e dias 3, 10 e 19º dia de prenhez. ANOVA para medidas repetidas, post hoc 
0,000
5,000
10,000
15,000
20,000
25,000
30,000
35,000
40,000
BASAL 3º DIA 10º DIA 19º DIA
G
ro
om
in
g 
D
ur
aç
ão
Se
gu
nd
os
CTRL
PDP
PDS
PDR
PDR2
0,000
10,000
20,000
30,000
40,000
50,000
60,000
70,000
80,000
90,000
100,000
BASAL 3º DIA 10º DIA 19º DIA
Fr
ee
zi
ng
Se
gu
nd
os
CTRL
PDP
PDS
PDR
PDR2
41 
 
Programa de Pós-graduação da Faculdade de Educação Física 
Universidade Estadual de Campinas 
Duncan  (p<0,05). Tempo [F(12,42)=0,71552, p=0,548263]; Grupo [F(12,42)=2,03783, 
p=0,144039]; Interação [F(12,42)=1,12342, p=0,367838].  
 
Expressão Gênica – PCR Real Time 
 
A figura 9 mostra os resultados da expressão de Hepcidina no fígado das mães. 
A ANOVA One-Way demonstrou que todos os grupos prenhes (PDP, PDS, PDR e 
PDR2) apresentaram uma redução estatisticamente significante em relação ao grupo 
CTRL (não prenhe).  
Os genes D2 (figura 10), DAT (figura 11), TH (figura12) e MAP2K5 (figura 13) 
foram analisados no estriado e não demonstraram diferenças entres os grupos. 
 
 
Figura 9. Expressão gênica relativa (%) dos níveis de mRNA de Hepcidina (Hamp1) 
no fígado dos animais dos grupos controle não prenhe (CTRL) (n=3), prenhe dieta 
padrão (PDP) (n=3), prenhe dieta suplementação (PDS) (n=3), prenhe dieta restrição 
(PDR) (n=3) e prenhe dieta restrição apenas na prenhez (PDR2) (n=3). (*) Difere do 
grupo CTRL. Os resultados foram expressos em média e erro padrão. ANOVA one-
way, post hoc Tukey (p<0,05). Grupo [F(4,10)=6,5589, p=0,007396]. 
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Figura 10. Expressão gênica relativa (%) dos níveis de mRNA do receptor de 
dopamina D2 no estriado dos animais dos grupos controle não prenhe (CTRL) (n=4), 
prenhe dieta padrão (PDP) (n=3), prenhe dieta suplementação (PDS) (n=4), prenhe 
dieta restrição (PDR) (n=4) e prenhe dieta restrição apenas na prenhez (PDR2) (n=3). 
ANOVA one-way, post hoc Tukey (p<0,05), [F(4,13)=0,4888, p=0,744078]. 
 
 
Figura 11. Expressão gênica relativa (%) dos níveis de mRNA de DAT no estriado dos 
animais dos grupos controle não prenhe (CTRL) (n=2), prenhe dieta padrão (PDP) 
(n=2), prenhe dieta suplementação (PDS) (n=2), prenhe dieta restrição (PDR) (n=3) e 
prenhe dieta restrição apenas na prenhez (PDR2) (n=2). ANOVA one-way, post hoc 
Tukey (p<0,05), [F(4,6)=0,72335, p=0,60698]. 
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Figura 12. Expressão gênica relativa (%) dos níveis de mRNA de Tirosina Hidroxilase 
(TH) no estriado dos animais dos grupos controle não prenhe (CTRL) (n=4), prenhe 
dieta padrão (PDP) (n=3), prenhe dieta suplementação (PDS) (n=4), prenhe dieta 
restrição (PDR) (n=3) e prenhe dieta restrição apenas na prenhez (PDR2) (n=3). 
ANOVA one-way, post hoc Tukey (p<0,05), [F(4,12)=0,27800, p=0,886584]. 
 
 
Figura 13. Expressão gênica relativa (%) dos níveis de mRNA de MAP2K5 no estriado 
dos animais dos grupos controle não prenhe (CTRL) (n=3), prenhe dieta padrão (PDP) 
(n=3), prenhe dieta suplementação (PDS) (n=4), prenhe dieta restrição (PDR) (n=4) e 
prenhe dieta restrição apenas na prenhez (PDR2) (n=3). ANOVA one-way, post hoc 
Tukey (p<0,05), [F(4,12)=0,2190, p=0,922693]. 
 
Os resultados apresentados a seguir de comportamento, padrão de sono 
(registro de 24h), expressão gênica e conteúdo proteico são relacionados à prole 
durante e após as 8 semanas de exercício físico, e estão demonstrados através de 
figuras apresentados em média ± erro padrão. 
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Comportamento locomotor  
A Ambulação Central apresentou através do teste ANOVA para medidas 
repetidas, uma redução estatisticamente significante para tempo do grupo REST2 EF 
1 mês para ele mesmo no momento 2 meses (Figura 14).  
Os resultados respresentados na Figura 15 para Ambulação total demonstram 
uma redução estatisticamente significante para tempo do grupo PAD EF 2 meses em 
relação aos seus momentos basal e 1 mês. Foi demonstrado tambem uma redução 
estatististicamente significante para grupo do SUP EF 1 mês em relação aos grupos 
REST SE 1 mês e REST2 EF 1 mês; e do PAD EF 2 meses em relação ao REST SD 
2 meses.  
Para o Freezing (figura 16) foi demonstrado diferença estatisticamente 
significante em relação ao tempo para SUP EF, demonstrando um aumento 
progressivo entre os momentos basal, 1 e 2 meses; e para PAD EF em relação aos 
seus 2 meses de exercício físico. Em relação ao grupo, a ANOVA para medidas 
repetidas demonstrou que o SUP EF 1 mês apresentou significante aumento em 
relação ao PAD SD 1 mês, PAD EF 1 mês, REST SE 1 mês, REST EF 1 mês, REST2 
SD 1 mês e REST2 EF 1 mês. Além disso, o SUP EF 2 meses mostrou valores 
significantes, para grupo, em relação aos grupos REST SD 2 meses, REST EF 2 
meses e REST2 SD 2 meses. O PAD EF diferiu estatisticamen3te em relação ao PAD 
SD basal e SUP EF basal. 
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Figura 14. Ambulação Central analisada pelo teste Campo Aberto (Open Field) dos 
grupos Padrão Sedentário (PAD SD) (n=9), Padrão Exercício físico (PAD EF) (n=6), 
Suplementação Sedentário (SUP SD) (n=10), Suplementação Exercício Físico (SUP 
EF) (n=9), Restrição Sedentário (REST SD) (n=7), Restrição Exercício Físico (REST 
EF) (n=9), Restrição só na prenhez Sedentário (REST2 SD) (n=9) e Restrição só na 
prenhez Exercício Físico (REST2 EF) (n=8), durante os 3 momentos de avaliação 
(basal, 1 mês e 2 meses). ANOVA para medidas repetidas, post hoc Duncan  (p<0,05), 
comparação para tempo (a difere de b). Tempo [F(14,120)=7,4397, p=0,000900]; Grupo 
[F(14,120)=1,2770, p=0,277082]; Interação [F(14,120)=0,6552, p=0,813133]. 
 
 
Figura 15. Ambulação Total analisada pelo teste Campo Aberto (Open Field) dos 
grupos Padrão Sedentário (PAD SD) (n=9), Padrão Exercício físico (PAD EF) (n=6), 
Suplementação Sedentário (SUP SD) (n=10), Suplementação Exercício Físico (SUP 
EF) (n=9), Restrição Sedentário (REST SD) (n=7), Restrição Exercício Físico (REST 
EF) (n=9), Restrição só na prenhez Sedentário (REST2 SD) (n=9) e Restrição só na 
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prenhez Exercício Físico (REST2 EF) (n=8), durante os 3 momentos de avaliação 
(basal, 1 mês e 2 meses). ANOVA para medidas repetidas, post hoc Duncan (p<0,05), 
comparação para tempo (a difere de b) e para grupo (c difere de d; e difere de f). 
Tempo [F(14,120)=7,602 , p=0,000779]; Grupo [F(14,120)=2,074, p=0,060251]; Interação 
[F(14,120)=0,673, p=0,796392]. 
 
 
 Figura 16. Freezing analisado pelo teste Campo Aberto (Open Field) dos grupos 
Padrão Sedentário (PAD SD) (n=9), Padrão Exercício físico (PAD EF) (n=6), 
Suplementação Sedentário (SUP SD) (n=10), Suplementação Exercício Físico (SUP 
EF) (n=9), Restrição Sedentário (REST SD) (n=7), Restrição Exercício Físico (REST 
EF) (n=9), Restrição só na prenhez Sedentário (REST2 SD) (n=9) e Restrição só na 
prenhez Exercício Físico (REST2 EF) (n=8), durante os 3 momentos de avaliação 
(basal, 1 mês e 2 meses). ANOVA para medidas repetidas, post hoc Duncan (p<0,05), 
comparação para tempo (a difere de b; c difere de d), para grupo (e difere de f; g difere 
de h, i difere de j). Tempo [F(14,120)=3,3243, p=0,039342]; Grupo [F(14,120)=6,1207, 
p=0,000020]; Interação [F(14,120)=1,8047, p=0,045259]. 
 
 
Sono  
 
 Foi verificado através do teste ANOVA One-Way diferenças estatisticamente 
significantes para o número de despertares no período claro, onde o grupo SUP EX 
apresentou menos eventos de despertares quando comparado com o grupo os grupos 
PAD SD, PAD EX, REST2 SD e REST2 EX (figura 17).  
Já em relação aos parâmetros Tempo Total de Sono (TTS) (figura 18), 
Eficiência do Sono (figura 19), Sono de Ondas Lentas (SOL) (figura 20), Sono REM 
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(figura 21), Vigília (figura 22) e Movimentos Periódicos das Patas (MPP) (figura 23) 
não mostraram diferenças estatisticamente significantes entre os grupos tanto no 
período claro, quanto no período escuro. 
  
Figura 17. Número de despertares dos grupos Padrão Sedentário (PAD SD) (n=6), 
Padrão Exercício físico (PAD EF) (n=6), Suplementação Sedentário (SUP SD) (ciclo 
claro n=7, ciclo escuro n=6), Suplementação Exercício Físico (SUP EF) (ciclo claro 
n=9, ciclo escuro n=6), Restrição Sedentário (REST SD) (n=6), Restrição Exercício 
Físico (REST EF) (n=6), Restrição só na prenhez Sedentário (REST2 SD) (ciclo claro 
n=8, ciclo escuro n=7) e Restrição só na prenhez Exercício Físico (REST2 EF) (n=7) 
durante 24h. ANOVA one-way, post hoc Duncan (p<0,05). A) Ciclo Claro (6h-18h), 
F(7,47)=2,655, p=0,021255], * difere do grupo SUP EX; B) Ciclo Escuro (18h-6h), 
F(7,47)=1,2172, p=0,314886]. 
 
 
 
Figura 18. Tempo Total de Sono (TTS) dos grupos Padrão Sedentário (PAD SD) 
(n=6), Padrão Exercício físico (PAD EF) (n=6), Suplementação Sedentário (SUP SD) 
(ciclo claro n=7, ciclo escuro n=6), Suplementação Exercício Físico (SUP EF) (ciclo 
claro n=9, ciclo escuro n=6), Restrição Sedentário (REST SD) (n=6), Restrição 
Exercício Físico (REST EF) (n=6), Restrição só na prenhez Sedentário (REST2 SD) 
(ciclo claro n=8, ciclo escuro n=7) e Restrição só na prenhez Exercício Físico (REST2 
EF) (n=7) durante 24h. ANOVA one-way, post hoc Duncan (p<0,05). A) Ciclo Claro 
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(6h-18h), F(7,47)=1,339, p=0,253360]; B) Ciclo Escuro (18h-6h), F(7,47)=0,5835, 
p=0,765361].  
 
 
Figura 19. Eficiência do Sono  dos grupos Padrão Sedentário (PAD SD) (n=6), Padrão 
Exercício físico (PAD EF) (n=6), Suplementação Sedentário (SUP SD) (ciclo claro n=7, 
ciclo escuro n=6), Suplementação Exercício Físico (SUP EF) (ciclo claro n=9, ciclo 
escuro n=6), Restrição Sedentário (REST SD) (n=6), Restrição Exercício Físico 
(REST EF) (n=6), Restrição só na prenhez Sedentário (REST2 SD) (ciclo claro n=8, 
ciclo escuro n=7) e Restrição só na prenhez Exercício Físico (REST2 EF) (n=7) 
durante 24h. ANOVA one-way, post hoc Duncan (p<0,05). A) Ciclo Claro (6h-18h), 
F(7,47)=1,028, p=0,424384]; B) Ciclo Escuro (18h-6h), F(7,47)=0,5294, p=0,807192].  
 
 
Figura 20. Sono de Ondas Lentas dos grupos Padrão Sedentário (PAD SD) (n=6), 
Padrão Exercício físico (PAD EF) (n=6), Suplementação Sedentário (SUP SD) (ciclo 
claro n=7, ciclo escuro n=6), Suplementação Exercício Físico (SUP EF) (ciclo claro 
n=9, ciclo escuro n=6), Restrição Sedentário (REST SD) (n=6), Restrição Exercício 
Físico (REST EF) (n=6), Restrição só na prenhez Sedentário (REST2 SD) (ciclo claro 
n=8, ciclo escuro n=7) e Restrição só na prenhez Exercício Físico (REST2 EF) (n=7) 
durante 24h. ANOVA one-way, post hoc Duncan (p<0,05). A) Ciclo Claro (6h-18h), 
F(7,47)=1,376, p=0,237774]; B) Ciclo Escuro (18h-6h), F(7,47)=0,928, p=0,495195].  
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Figura 21. Sono REM dos grupos Padrão Sedentário (PAD SD) (n=6), Padrão 
Exercício físico (PAD EF) (n=6), Suplementação Sedentário (SUP SD) (ciclo claro n=7, 
ciclo escuro n=6), Suplementação Exercício Físico (SUP EF) (ciclo claro n=9, ciclo 
escuro n=6), Restrição Sedentário (REST SD) (n=6), Restrição Exercício Físico 
(REST EF) (n=6), Restrição só na prenhez Sedentário (REST2 SD) (ciclo claro n=8, 
ciclo escuro n=7) e Restrição só na prenhez Exercício Físico (REST2 EF) (n=7) 
durante 24h. ANOVA one-way, post hoc Duncan (p<0,05). A) Ciclo Claro (6h-18h), 
F(7,47)=1,448, p=0,209068]; B) Ciclo Escuro (18h-6h), F(7,47)=0,1826, p=0,987549].  
 
 
Figura 22. Vigília dos grupos Padrão Sedentário (PAD SD) (n=6), Padrão Exercício 
físico (PAD EF) (n=6), Suplementação Sedentário (SUP SD) (ciclo claro n=7, ciclo 
escuro n=6), Suplementação Exercício Físico (SUP EF) (ciclo claro n=9, ciclo escuro 
n=6), Restrição Sedentário (REST SD) (n=6), Restrição Exercício Físico (REST EF) 
(n=6), Restrição só na prenhez Sedentário (REST2 SD) (ciclo claro n=8, ciclo escuro 
n=7) e Restrição só na prenhez Exercício Físico (REST2 EF) (n=7) durante 24h. 
ANOVA one-way, post hoc Duncan (p<0,05). A) Ciclo Claro (6h-18h), F(7,47)=1,0550, 
p=0,410143]; B) Ciclo Escuro (18h-6h), F(7,47)=0,768, p=0,617274]. 
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Figura 23. Movimento Periódicos das Patas dos grupos Padrão Sedentário (PAD SD) 
(n=6), Padrão Exercício físico (PAD EF) (n=6), Suplementação Sedentário (SUP SD) 
(ciclo claro n=7, ciclo escuro n=6), Suplementação Exercício Físico (SUP EF) (ciclo 
claro n=9, ciclo escuro n=6), Restrição Sedentário (REST SD) (n=6), Restrição 
Exercício Físico (REST EF) (n=6), Restrição só na prenhez Sedentário (REST2 SD) 
(ciclo claro n=8, ciclo escuro n=7) e Restrição só na prenhez Exercício Físico (REST2 
EF) (n=7) durante 24h. ANOVA one-way, post hoc Duncan (p<0,05). A) Ciclo Claro 
(6h-18h), F(7,47)=1,57293, p=0,166945]; B) Ciclo Escuro (18h-6h), F(7,47)=1,37905, 
p=0,239385].  
 
 
Lactato Mínimo 
 
 Os testes de Lactato Mínimo (LM) foram realizar pelos animais dos grupos 
exercício físico em três momentos: basal, antes de iniciar o treinamento (teste 1), após 
4 semanas de treinamento (teste 2) e após as 8 semanas de treinamento (teste 3). 
Os resultados mostraram que o grupo REST EX apresentou redução 
estatisticamente significante no valor do lactato mínimo no teste 2 (após 4 semanas 
de treinamento) e 3 (após 8 semanas de treinamento) em relação ao teste basal (teste 
1) (Figura 24). 
Os resultados do tempo limite foram semelhantes aos do lactato mínimo. O 
grupo REST EX apresentou redução estatisticamente significante no tempo limite no 
teste 2 (após 4 semanas de treinamento) e 3 (após 8 semanas de treinamento) em 
relação ao teste basal (teste 1) (Figura 25). 
Os demais grupos não apresentaram alterações significativas nos valores de 
lactato mínimo e no tempo limite. 
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Figura 24. Concentração do lactato mínimo (mmol / L) obtida através do teste de 
lactato mínimo em 3 momentos: basal (Teste 1), após 4 semanas de treinamento 
(Teste 2) e após 8 semanas de treinamento (Teste 3). ANOVA medidas repetidas, 
post hoc Tukey. Tempo [F (6,52) = 8,627, p <0,001]; grupo [F (6,52) = 0,889, p = 
0,459668]; interação [F (6,52) = 4,068, p <0,01]. * difere do grupo REST EX no teste 
1. Os dados foram expressos como média ± erro padrão. 
 
 
Figura 25. Tempo limite (segundos) obtido através do teste de lactato mínimo em 3 
momentos: basal (Teste 1), após 4 semanas de treinamento (Teste 2) e após 8 
semanas de treinamento (Teste 3). ANOVA medidas repetidas, post hoc de Tukey. 
Tempo [F (6,52) = 20,1922, p <0,00001]; grupo [F (6,52) = 1,7200, p <0,187469]; 
interação [F (6,52) = 2,2092, p = 0,056]. * difere do grupo REST EX no Teste 1. Os 
dados foram expressos como média ± erro padrão. 
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Expressão Gênica – PCR Real Time 
 
A expressão gênica do D2 (estriado) mostrou valores significativos menores 
para o grupo REST SD quando comparado com o REST EX (figura 24 D), resultados 
esses verificados pelo Teste T. 
 Foi também observada alterações nos níveis de mRNA de Hepcidina (fígado), 
onde o grupo REST2 SD apresentou valores significativos maiores aos dos grupos 
SUP SD e REST SD (figura 25 A, Teste T). 
As figuras 26, 27 e 28 demonstram que não foram encontradas diferenças 
estatisticamente significantes nas expressões dos níveis de mRNa de DAT, TH e 
MAP2K5, realizadas no tecido estriado.  
 
 
Figura 26. Expressão gênica relativa (%) dos níveis de mRNa do Receptor de 
dopamina D2 no estriado dos animais. A) Grupos Padrão Sedentário (PAD SD) (n=4), 
Suplementação Sedentário (SUP SD) (n=4), Restrição Sedentário (REST SD) (n=5), 
Restrição só na prenhez Sedentário (REST2 SD) (n=6); ANOVA one-way, post hoc 
Tukey, (p<0,05), [F(3,15)=2,1995, p=0,1126]; B) Padrão Sedentário (PAD SD) e Padrão 
Exercício físico (PAD EF) (n=5), Test T [p=0,364996]; C) Suplementação Sedentário 
(SUP SD) e Suplementação Exercício Físico (SUP EF) (n=4), Test T [p=0,437132]; D) 
Restrição Sedentário (REST SD) e Restrição Exercício Físico (REST EF) (n=4), Test 
T [p=0,00417]; E) Restrição só na prenhez Sedentário (REST2 SD) e Restrição só na 
prenhez Exercício Físico (REST2 EF) (n=4), Test T [p=0,209705]. 
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Figura 27. Expressão gênica relativa (%) dos níveis de mRNa da Hepicidina no 
estriado dos animais. A) Grupos Padrão Sedentário (PAD SD) (n=8), Suplementação 
Sedentário (SUP SD) (n=8), Restrição Sedentário (REST SD) (n=6), Restrição só na 
prenhez Sedentário (REST2 SD) (n=7), ANOVA one-way, post hoc Tukey, (p<0,05), 
[F(3,25)=4,8204, p=0,008777], * difere do grupo SUP SD e REST SD; B) Padrão 
Sedentário (PAD SD) e Padrão Exercício físico (PAD EF) (n=6), Test T [p=0,729170]; 
C) Suplementação Sedentário (SUP SD) e Suplementação Exercício Físico (SUP EF) 
(n=8), Test T [p=0,160301]; D) Restrição Sedentário (REST SD) e Restrição Exercício 
Físico (REST EF) (n=7), Test T [p=0,585968]; E) Restrição só na prenhez Sedentário 
(REST2 SD) e Restrição só na prenhez Exercício Físico (REST2 EF) (n=7), Test T 
[p=0,019362]. 
 
Figura 28. Expressão gênica relativa (%) dos níveis de mRNa do Transportador de 
dopamina DAT no estriado dos animais. A) Grupos Padrão Sedentário (PAD SD) 
(n=5), Suplementação Sedentário (SUP SD) (n=4), Restrição Sedentário (REST SD) 
(n=5), Restrição só na prenhez Sedentário (REST2 SD) (n=6), ANOVA one-way, post 
hoc Tukey, (p<0,05), [F(3,16)=0,60302, p=0,622445]; B) Padrão Sedentário (PAD SD) 
e Padrão Exercício físico (PAD EF) (n=4), Test T [p=0,381545]; C) Suplementação 
Sedentário (SUP SD) e Suplementação Exercício Físico (SUP EF) (n=4), Test T 
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[p=0,409230]; D) Restrição Sedentário (REST SD) e Restrição Exercício Físico (REST 
EF) (n=4), Test T [p=0,874988]; E) Restrição só na prenhez Sedentário (REST2 SD) 
e Restrição só na prenhez Exercício Físico (REST2 EF) (n=4), Test T [p=0,749621]. 
 
 
Figura 29. Expressão gênica relativa (%) dos níveis de mRNa da Tirosina Hidroxilase 
(TH) no estriado dos animais. A) Grupos Padrão Sedentário (PAD SD) (n=5), 
Suplementação Sedentário (SUP SD) (n=3), Restrição Sedentário (REST SD) (n=5), 
Restrição só na prenhez Sedentário (REST2 SD) (n=6), ANOVA one-way, post hoc 
Tukey, (p<0,05), [F(3,15)=0,3301, p=0,803721]; B) Padrão Sedentário (PAD SD) e 
Padrão Exercício físico (PAD EF) (n=5), Test T [p=0,237944]; C) Suplementação 
Sedentário (SUP SD) e Suplementação Exercício Físico (SUP EF) (n=4), Test T 
[p=0,433721]; D) Restrição Sedentário (REST SD) e Restrição Exercício Físico (REST 
EF) (n=4), Test T [p=0,288330]; E) Restrição só na prenhez Sedentário (REST2 SD) 
e Restrição só na prenhez Exercício Físico (REST2 EF) (n=4), Test T [p=0,798579]. 
 
 
Figura 30. Expressão gênica relativa (%) dos níveis de mRNa da MAP2K5 no estriado 
dos animais. A) Grupos Padrão Sedentário (PAD SD) (n=5), Suplementação 
Sedentário (SUP SD) (n=4), Restrição Sedentário (REST SD) (n=5), Restrição só na 
prenhez Sedentário (REST2 SD) (n=5), ANOVA one-way, post hoc Tukey, (p<0,05), 
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[F(3,15)=0,8427, p=0,491572]; B) Padrão Sedentário (PAD SD) e Padrão Exercício 
físico (PAD EF) (n=3), Test T [p=0,990250]; C) Suplementação Sedentário (SUP SD) 
e Suplementação Exercício Físico (SUP EF) (n=8), Test T [p=0,956848]; D) Restrição 
Sedentário (REST SD) e Restrição Exercício Físico (REST EF) (n=4), Test T 
[p=0,267794]; E) Restrição só na prenhez Sedentário (REST2 SD) e Restrição só na 
prenhez Exercício Físico (REST2 EF) (n=4), Test T [p=0,734446].  
 
 
Conteúdo proteico 
 
As análises dos conteúdos proteicos das proles foram feitas entre os grupos 
sedentários e entre os grupos exercício físico separadamente.  
Não foram encontradas diferenças estatisticamente significantes nos 
conteúdos proteicos, realizados no estriado, de D2 (figura 29), DAT (figura 30), TH 
(figura 31) e MAP2K5 (figura 32).  
 
 
 
Figura 31. Análise do conteúdo proteico do receptor D2 no estriado dos animais. A) 
Grupos Padrão Sedentário (PAD SD) (n=4), Suplementação Sedentário (SUP SD) 
(n=4), Restrição Sedentário (REST SD) (n=3), Restrição só na prenhez Sedentário 
(REST2 SD) (n=3), ANOVA one-way, post hoc Tukey, (p<0,05), [F(3,10)=2,479, 
p=0,1210]; B) Grupos Padrão Exercício Físico (PAD EX) (n=4), Suplementação 
Exercício Físico (SUP EX) (n=3), Restrição Exercício Físico (REST EX) (n=4), 
Restrição só na prenhez Exercício Físico (REST2 EX) (n=3), ANOVA one-way, post 
hoc Tukey, (p<0,05), [F(3,10)=1,363, p=0,3097].  
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Figura 32. Análise do conteúdo proteico do transportador de dopamina (DAT) no 
estriado dos animais. A) Grupos Padrão Sedentário (PAD SD) (n=4), Suplementação 
Sedentário (SUP SD) (n=4), Restrição Sedentário (REST SD) (n=4), Restrição só na 
prenhez Sedentário (REST2 SD) (n=4), ANOVA one-way, post hoc Tukey, (p<0,05), 
[F(3,12)=2,266, p=0,1331]; B) Grupos Padrão Exercício Físico (PAD EX) (n=4), 
Suplementação Exercício Físico (SUP EX) (n=4), Restrição Exercício Físico (REST 
EX) (n=4), Restrição só na prenhez Exercício Físico (REST2 EX) (n=4), ANOVA one-
way, post hoc Tukey, (p<0,05), [F(3,11)=1,162, p=0,3679].  
 
 
 
Figura 33. Análise do conteúdo proteico da tirosina hidroxilase (TH) no estriado dos 
animais. A) Grupos Padrão Sedentário (PAD SD) (n=4), Suplementação Sedentário 
(SUP SD) (n=4), Restrição Sedentário (REST SD) (n=4), Restrição só na prenhez 
Sedentário (REST2 SD) (n=4), ANOVA one-way, post hoc Tukey, (p<0,05), 
[F(3,12)=1,519, p=0,2600]; B) Grupos Padrão Exercício Físico (PAD EX) (n=3), 
Suplementação Exercício Físico (SUP EX) (n=4), Restrição Exercício Físico (REST 
EX) (n=2), Restrição só na prenhez Exercício Físico (REST2 EX) (n=4), ANOVA one-
way, post hoc Tukey, (p<0,05), [F(3,9)=1,194, p=0,3660].  
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Figura 34. Análise do conteúdo proteico da MAP2K5 no estriado dos animais. A) 
Grupos Padrão Sedentário (PAD SD) (n=2), Suplementação Sedentário (SUP SD) 
(n=2), Restrição Sedentário (REST SD) (n=2), Restrição só na prenhez Sedentário 
(REST2 SD) (n=2), ANOVA one-way, post hoc Tukey, (p<0,05), [F(3,4)=1,535, 
p=0,3355]; B) Grupos Padrão Exercício Físico (PAD EX) (n=2), Suplementação 
Exercício Físico (SUP EX) (n=2), Restrição Exercício Físico (REST EX) (n=2), 
Restrição só na prenhez Exercício Físico (REST2 EX) (n=2), ANOVA one-way, post 
hoc Tukey, (p<0,05), [F(3,4)=1,311, p=0,3870].  
 
 
DISCUSSÃO 
 
O presente estudo teve como objetivo principal observar na prole de ratas, 
tratadas com dieta apresentando diferentes concentrações de ferro (padrão, restrição 
e suplementação), as alterações causadas na atividade locomotora, padrão de sono, 
no sistema dopaminérgico e no metabolismo do ferro. Os resultados de uma forma 
geral demonstraram que a dieta e o treinamento físico acarretaram em alterações no 
comportamento e sono da prole. 
Em relação aos resultados obtidos nos testes comportamentais, é importante 
destacar a individualidade biológica de cada animal, o que pode gerar respostas 
comportamentais e adaptativas diferentes frente ao protocolo que foram submetidos. 
A avaliação da atividade locomotora, pelo teste de Campo Aberto, serve como 
parâmetro indireto para medir o “desejo de mover”, que é um dos sintomas mais 
comuns na SPI, um distúrbio do movimento relacionado ao sono (Baier et al., 2007). 
Em humanos, esse e outros sintomas são acentuados no início da noite. Neste 
sentido, o horário escolhido para a realização do teste nos animais foi das 9h às 11h, 
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que é o horário que, para os ratos, corresponde ao início da noite dos humanos (Qu 
et al., 2007). 
Em um primeiro momento, os resultados encontrados no presente estudo 
referente às mães durante o período de prenhez, sugerem que o comportamento 
locomotor foi influenciado pela dieta. O grupo PDS demonstrou uma queda na 
Ambulação Total durante a prenhez, comparada ao seu basal, demonstrando que a 
suplementação de ferro, durante a prenhez, pode trazer um resultado benéfico em 
relação ao sintoma da SPI de necessidade de movimento. Além disso, o grupo PDS 
apresentou valores maiores (não significativos) que os outros grupos no parâmetro 
Freezing. Esses achados colaboram com estudo realizado em humanos onde foi 
demonstrado redução dos sintomas de SPI durante a gravidez com a terapia de 
suplementação de ferro, visto que as gestantes relataram uma melhor qualidade de 
vida e de sono e nenhum efeito colateral (Vadasz et al., 2013). 
 Assim como já visto em diversos estudos, torna-se importante ressaltar que a 
suplementação de ferro é indicada durante a gestação devido a diversas mudanças 
no metabolismo da mulher, para prevenir diversos fatores como: morbidade, partos 
prematuros, mortalidade materna e perinatal e baixo peso da criança recém-nascida, 
além de, proporcionar uma melhor saúde para a mulher grávida e agir como um 
agente terapêutico para os sintomas da SPI (Cogswell et al., 2003; Milman et al., 2006; 
Vadasz et al., 2013). 
Apesar de não ter apresentado diferença estatística (devido ao N reduzido dos 
grupos), o grupo PDR teve um aumento crescente de tempo grooming, assim que 
iniciada a prenhez. Além disso, obteve valores mais altos que todos os grupos (PDP, 
PDS, PDR2 e CTRL) no 19º dia de prenhez, que equivale ao 8º mês da gestação, 
onde acontece o pico dos sintomas de SPI, sugerindo então que a restrição de ferro 
pode causar aumento dos sintomas relacionados à SPI durante a prenhez. 
Um estudo realizado por Mariano et al., (2014) em modelo animal prenhe, 
utilizando o teste de campo aberto em diferentes momentos da prenhes, verificou 
alterações na atividade locomotora e no comportamento. Essas alterações foram 
demonstradas por menos eventos de rearing, aumento no tempo de duração de 
grooming e redução no freezing em relação ao grupo de ratas CTRL não prenhes 
(Mariano et al., 2014). Neste estudo de Mariano et al. não foi feita nenhuma 
manipulação da dieta de ferro nas ratas prenhes, corroborando com os estudos que 
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demonstram que a gestação per se já acarreta na alteração do metabolismo do ferro 
da mãe (Gambling et al., 2004).  
A deficiência de ferro pode provocar diversos efeitos neuro-comportamentais, 
porém, uma dieta com níveis adequados de ferro, pode reverter os sintomas (Erikson 
et al., 2001).  
 Corroborando com esses achados, a análise da expressão gênica da hepcidina 
nos mostrou que as ratas prenhes apresentaram uma diminuição significante em 
relação ao grupo CTRL não prenhe, independente da dieta (padrão, suplementação 
ou restrição de ferro), e essa diminuição foi demonstrada após 21 dias do nascimento 
da prole (desmame). Foi relatado que expressão de hepcidina hepática e sérica é 
menor durante a gravidez e pós-parto, podendo ocorrer devido sua função de regular 
as contrações de ferro plasmático e distribuir entre os tecidos, aumentando então a 
biodisponibilidade de ferro para a mãe e para o feto (Koenig et al., 2014). Além disso, 
um estudo realizado em ratas Sprague-Dawley, mostrou diminuição da expressão de 
mRNA de hepcidina até o dia 7 de lactação em relação a ratas não prenhes (Gao et 
al., 2015). 
 Os outros genes analisados (D2, DAT, TH E MAP2K5) nas ratas após a 
lactação não demonstraram diferenças estatísticas. No entanto, o período em que 
foram realizadas as mudanças das concentrações de ferro nas dietas pode não ter 
sido suficiente para persistir as alterações após a lactação com dietas de 
concentração de ferro padrão. 
Ao analisar as consequências na atividade locomotora na prole (devido às 
diferentes dietas de ferro induzidas nas mães), e também o impacto do treinamento 
físico nesse comportamento, podemos perceber que 8 semanas de exercício físico 
foram suficientes para apresentar algumas alterações comportamentais nos grupos 
estudados.  
Os resultados estatisticamente significantes encontrados em relação ao 
freezing, analisados pelo Campo Aberto, demonstraram que o grupo SUP EF já 
mostrou um padrão diferenciado no momento basal em relação aos outros grupos. 
Além disso, o mesmo grupo apresentou sofrer influência ao longo dos 2 meses de 
tratamento com exercício físico, demonstrando um aumento progressivo desse 
parâmetro. Sendo que o aumento dessa variável sugere uma menor necessidade de 
locomoção dos animais.  
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Estudos feitos com humanos mostraram melhoras nos sintomas de SPI/MPP 
após sessões crônicas de exercício físico (Aukerman et al., 2006; Esteves et al., 
2009). Além disso, alguns estudos demonstram um aumento dos níveis de 
concentrações de b-endorfina durante o exercício. Os autores sugerem que o efeito 
do exercício na SPI/MPP seja devido a mudanças no Sistema Nervoso Central com 
alterações de neurotransmissão e de receptores envolvidos (Esteves et al., 2009; 
Goldfarb et al., 1998).  
 Nos parâmetros de ambulação central, periférica e total e grooming (duração), 
apesar de não apresentarem diferenças estatisticamente significantes, os grupos SUP 
EF e SUP SD apresentaram um padrão de comportamento com valores reduzidos ao 
longo dos 2 meses em relação aos grupos REST e REST2 (exercício físico e 
sedentário). 
 Apesar de não haver diferença estatisticamente significante, todos os grupos 
demonstraram a partir de um mês de exercício físico um padrão de comportamento 
com redução na Ambulação Central em relação aos respectivos grupos sedentários. 
Um estudo realizado por Svensson et al., mostrou que camundongos exercitados 
passaram menos tempo no centro do teste Campo Aberto do que os sedentários, 
podendo ser devido ao estresse provocado pelo exercício, deixando os animais mais 
ansiosos (Svensson et al., 2016). Além disso, esse padrão comportamental também 
se estendeu para as variáveis ambulação total e rearing em comparação com seus 
sedentários a partir de 1 mês de treinamento físico.  
 A restrição de ferro manipulada nas mães não provocou mudanças no padrão 
do comportamento locomotor das proles dos grupos REST (exercício físico e 
sedentário) e REST2 (exercício físico e sedentário) quando comparadas ao grupo 
padrão. Apesar de estudos mostrarem que, mesmo com a recuperação de níveis de 
ferro, após uma deficiência de ferro, podem ocorrer déficits comportamentais (Felt et 
al., 2006; Lozoff et al., 1991). Uma explicação para esse padrão parecido da atividade 
locomotora entre os grupos pode se dar devido ao fato de que todas as mães 
receberam dieta padrão durante o período de amamentação (21 dias). 
 Após a manipulação das diferentes concentrações de ferro nas dietas de ratas 
durante a prenhez, nascimento da prole, e um protocolo de treinamento físico de oito 
semanas, o padrão de sono dessa prole foi avaliado através de um registro 
eletrocorticográfico. 
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 Os resultados do sono mostraram uma redução no número de despertares do 
grupo SUP EX no período claro. Essa redução foi notada também para o grupo SUP 
SD (sem diferença estatística). Um dos sintomas característicos da SPI em animais é 
o aumento de despertares durante o sono, podendo ser causado por incômodos e/ou 
por aumento da necessidade de movimento. Junto a redução de despertares, apesar 
de não ter demonstrado diferença estatística, o número de movimentos periódicos das 
patas do grupo SUP EX foi menor que dos outros grupos. Essa redução de 
despertares e de MPP podem ser alterações positivas, mostrando um sono mais 
consolidado, em consequência da suplementação de ferro durante a prenhez e do 
exercício físico durante a vida adulta da prole. 
 Apesar de não ter dado diferença estatística, os grupos de proles de mães que 
foram suplementadas durante a prenhez, mostraram uma eficiência do sono no 
período claro maior do que as dos outros grupos. Por menor que seja esse aumento, 
quando se trata de eficiência do sono, consequentemente se trata de qualidade de 
vida, e qualquer melhora na qualidade de vida deve ser levada em consideração.  
 Outro parâmetro analisado no sono da prole foi o sono REM. Muitos estudos 
mostram como um dos papeis principais do sono REM a consolidação da memória, 
portanto, as informações aprendidas durante o dia são consolidadas durante o sono 
REM (Roehrs & Roth, 2000). Curiosamente, no presente estudo foi possível ver um 
aumento (não significativo) do sono REM em todos os grupos exercitados. Estudos 
realizados com humano e em ratos mostram apenas aumento do sono de ondas lentas 
após a prática do exercício (Chennaoui et al., 2015), sendo o aumento do sono REM 
relacionado com privação de sono. Pacientes deprimidos queixam-se de distúrbios do 
sono e têm aumento no sono REM (Steiger & Kimura, 2010) e animais que passam 
por um protocolo de estresse leve crônico demonstram mudanças no sono 
semelhantes àquelas observadas em humanos deprimidos (Gronli et al., 2004). Em 
vista as funções do sono REM e como o sono se comporta ao treinamento físico, no 
presente estudo, apesar do protocolo de treinamento utilizado ser de intensidade 
moderada, as oito semanas de exercício, sendo seis dias por semana, e a 80% do 
lactato mínimo, pode ter sido intenso para os animais e gerado alterações que 
causaram aumento do sono REM. Além disso, um estudo realizado em 2018 com 
agonistas e antagonistas dos receptores de dopamina D1 e D2 mostraram que o 
sistema dopaminérgico possui relação com a regulação da vigília e do sono REM por 
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meio de neurônios serotonérgicos (Monti & Jantos, 2018). No entanto, não podemos 
descartar um estado semelhante ao de depressão dos ratos que praticavam exercício 
por seis dias na semana e após oito semanas se viram em isolamento social e sem a 
prática de exercício, visto que para a realização da polissonografia foi necessário seis 
dias sem treino para a realização da cirurgia e o registro do sono.  
 A análise da expressão gênica dos genes D2, DAT, TH, MAP2K5 e Hepicidina 
foi realizada, a fim de identificar se as diferentes dietas das mães geraram alguma 
alteração no sistema dopaminérgico e no metabolismo do ferro e ainda, verificar o 
impacto do exercício físico. 
 Não foi encontrada diferença significativa para a expressão dos genes D2, 
DAT, TH e MAP2K5 entre os grupos de prole sedentários, sugerindo que as diferentes 
contrações de ferro na dieta durante a prenhez, não modularam ou não foram 
suficientes para modular a expressão desses genes na prole. Não podemos descartar 
até mesmo a possibilidade de um retorno dos valores normais antes da coleta dos 
tecidos (eutanásia).  
 No entanto, foi encontrada diferença significativa para a expressão do gene 
Hepcidina entre os grupos de prole, sugerindo que diferentes contrações de ferro na 
dieta durante a prenhez, modulou a expressão desse gene na prole. O grupo REST2 
SD apresentou níveis maiores de hepcidina quando comparado com os grupos SUP 
SD e REST SD. A hepcidina é a principal regulador da homeostase sistêmica do ferro 
mamíferos, onde seus níveis elevados podem ser em resposta a baixos níveis de ferro 
(Pigeon et al., 2001). 
 E ainda, o treinamento físico moderado na prole, apenas influenciou na 
expressão do gene Hepcidina do grupo REST2. Alguns estudos mostraram que o 
exercício físico moderado pode gerar alterações na expressão da hepcidina devido a 
inflamação causada pelo mesmo (Kong et al., 2014; Liu et al., 2006), porém o grupo 
exercitado apresentou valores menores do que o grupo sedentário.  
Estudos mostraram aumento de dopamina (DA) durante o exercício físico no 
SNC de animais (Bailey et al., 1993; P. C. Rabelo et al., 2015; Rabelo et al., 2017), 
sugerindo que este aumento esteja relacionado com o aumento de receptores 
dopaminérgico D2 e diminuição de transportadores de dopamina (DAT) (Rabelo et al., 
2017). No presente estudo verificamos um aumento do receptor de dopamina D2 para 
o grupo REST EX em relação ao REST SD. Rabelo et al, demonstraram em seu 
63 
 
Programa de Pós-graduação da Faculdade de Educação Física 
Universidade Estadual de Campinas 
estudo a neuroplasticidade dopaminérgica é influenciada pela capacidade intrínseca 
de se exercitar, podendo os animais, frente a um mesmo protocolo, terem alterações 
diferentes no sistema dopaminérgico (Rabelo et al., 2017). No entanto, no presente 
estudos os ratos exercitados ficaram 6 dias sem realizar exercício físico antes da 
eutanásia para que fosse possível o registro do sono, podendo, este período, ter 
normalizado uma possível alteração.  
Em relação ao conteúdo proteico, também não foi encontrada diferença 
estatística entre os grupos para nenhuma das proteínas analisadas (D2, DAT, TH e 
MAP2K5).  
A literatura vem mostrando resultados notórios da epigenética herdável em 
modelo animal. Alguns estudos mostram que a alteração da dieta da mãe afeta o 
metabolismo e a expressão gênica da prole e consequentemente gera distúrbios 
metabólicos na vida adulta (Benatti et al., 2014; Boney et al., 2005; Danielzik et al., 
2002). No entanto, estudos mostram que a reversibilidade da alteração do ferro no 
organismo depende da gravidade da deficiência de ferro e do tempo em que ela 
persistiu (Chen et al., 1995; Lozoff et al., 2006; Pinero et al., 2000).  
Um estudo realizado em 2000, com ratas alimentadas com uma dieta com 
deficiência de ferro durante a prenhez, mostrou que os níveis de ferro cerebral 
voltaram a valores normais em duas semanas de dieta padrão de ferro (Pinero et al., 
2000). Assim como em outro estudo com deficiência de ferro durante a prenhez, foi 
também demonstrado que os níveis de ferro e monoaminas, na prole alimentada após 
o desmame com dieta padrão, são restaurados (Felt et al., 2006).  
Apesar dos resultados relacionados a expressão gênica e conteúdo proteico 
não tenham apresentado alterações no momento da análise, o comportamento e o 
sono se mantiveram modificados, demonstrando dessa maneira a persistência das 
alterações comportamentais após a normalização das análises fisiológicas. Sendo 
assim, se torna necessário ressaltar a importância das análises comportamentais 
junto às análises moleculares, visto que o comportamento possui alterações nem 
sempre atreladas às alterações moleculares e faz parte da individualidade biológica. 
Após analisar os resultados é importante destacar algumas limitações que 
foram encontradas ao decorrer do presente estudo: 1) As ratas receberam durante os 
21 dias de lactação a dieta padrão, visto que a dieta com restrição de ferro durante 
esse período poderia provocar consequências para a prole como morte prematura e 
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alterações no desenvolvimento que causassem comprometimentos ao decorrer dos 
experimentos. Portanto, todos os grupos de mães foram padronizados a uma dieta 
padrão do nascimento até o desmame. 2) Todos os grupos de prole, após serem 
submetidos a cirurgia para implantação de eletrodos para o registro do sono, 
passaram cinco dias em recuperação e 24h registrando o sono. Assim, os grupos 
Exercício Físico, ficaram seis dias sem realizar exercício. 3) Não foi realizada a análise 
de ferro sérico durante os experimentos, afim de ver possíveis alterações da 
concentração de ferro em diferentes momentos. 
No entanto, mais estudos são necessários para entender as diferentes 
consequências causadas na prole pela restrição de ferro durante a prenhez, e ainda, 
sobre os resultados causados por uma segunda exposição da prole já na vida adulta. 
Sendo que, será que a prole de uma rata restrita de ferro durante a prenhez possui 
uma sensibilidade maior para o aparecimento da síndrome das pernas inquietas, se 
exposta à restrição de ferro durante a vida adulta, quando comparada com proles em 
que a mãe não foi restrita de ferro? 
 
CONCLUSÃO 
 
Em conclusão, os resultados demonstraram que grupo de ratas suplementadas 
com ferro durante a prenhes apresentaram alterações positivas para SPI no Teste 
Comportamental, e todos os grupos de ratas prenhes apresentaram valores menores 
de expressão genica de hepcidina quando comparadas ao grupo controle não prenhe. 
O exercício físico realizado por 8 semanas pela prole de mães suplementadas 
de ferro apresentou influência no padrão de atividade locomotora, principalmente do 
parâmetro Freezing.  
As diferentes dietas durante a prenhez associada ao treinamento físico 
realizado pela prole, provocaram alterações no padrão do sono da prole, sendo a dieta 
suplementação a que causou resultados positivos para a qualidade do sono da prole 
com a redução de despertares e de movimentos periódicos das patas. 
Não foram encontradas alterações na expressão gênica e proteica relacionadas 
ao sistema dopaminérgico (D2, DAT, TH e MAP2K5-ERK5) na prole adulta. 
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Neste contexto, tomados em conjunto, esses resultados mostraram que a 
suplementação de ferro durante a prenhez e o exercício físico crônico realizado pela 
prole já adulta geraram alterações positivas no comportamento e no sono da prole.  
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ANEXO 
 
Tabela 1. Formulação da dieta (AIN93-G) 
Ingredientes 
AIN93-G  
(g/kg de dieta) 
Amido de milho 397.486 
Caseína 200.000 
Amido de milho dextrinizado 132.000 
Sacarose 100.000 
Óleo de soja 70.000 
Fibra 50.000 
Mix Mineral 35.000 
Mix Vitamínico (tabela 3) 10.000 
L-Cisteína 3.000 
Bitartarato de colina 2.500 
tert-butil-hidroquinona 14.0 
 
Tabela 2. Mix mineral 
Ingredientes 
AIN93-G MX 
 (g or mg/kg mix) 
Carbonato de cálcio anidro (40.04% Ca) 357.00 
Fosfato de potássio monobásico (22.76% P, 28.73% K) 196.00 
Citrato de potássio, tripotássio monohidrato (36,16% K) 70.78 
Cloreto de sódio (39,34% Na, Cl 60,66%) 74.00 
Sulfato de potássio (44,87% K, 18,39% S) 46.60 
Óxido de magnésio (60,32% Mg) 24.00 
Citrato férrico (16,5% de Fe) 6.06 
Carbonato de Zinco (Zn 52,14%) 1.65 
Metassilicato de Sódio 9H2O (9,88% de Si) 1.45 
Carbonato de manganês (Mn 47,79%) 0.63 
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Carbonato cúprico (57,47% de Cu) 0.30 
Cromo Sulfato de potássio 12H2O (10.42% Cr) 0.275 
Ácido bórico (17,5% de B), mg 81.5 
Fluoreto de sódio (45,24% F), mg 63.5 
Carbonato de niquel (45% Ni), mg 31.8 
Cloreto de lítio (16,38% Li), mg 17.4 
Selenato de sódio anidro (41.79% Se), mg 10.25 
Iodato de potássio (59,3% I), mg 10.0 
Molibdato de amônio 4H2O (54.34% Mo), mg 7.95 
Vanadato de amônio (43,55% V), mg 6.6 
Sacarose em pó 221.026 
 
Tabela 3. Mix vitamínico  
Vitamina 
Quantidade 
(g/kg mix) 
Ácido nicotínico 3.000 
pantotenato de calico 1.600 
Piridoxina-HCl 0.700 
Tiamina-HCl 0.600 
Riboflavina 0.600 
Ácido fólico 0.200 
Biotina 0.020 
Vitamina B-12 (cianocobalamina) (0,1% em manitol) 2.500 
Vitamina E (alfa-tocoferol) 2 (500 UI/g) 15.000 
Vitamina A (todo-trans-palmitato de retinol) 2 (500.000 Ul/g) 0.800 
Vitamina D-3 (colecalciferol) (400.000 Ul/g) 0.250 
Vitamina K-1 (filoquinona) 0.075 
Sacarose em pó 974.655 
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